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1 Einleitung
Vielzellige Organismen weisen eine Anzahl komplexer Zellverbände und Gewebe auf. Zur
Aufrechterhaltung ihrer Funktionen sowie um auf Veränderungen in ihrer Umgebung zu
reagieren, müssen Zellen miteinander kommunizieren. Die interzelluläre Kommunikation
bildet hierbei die Grundlage für ein funktionierendes System. Zytokine spielen bei dieser
Kommunikation als Signalmediatoren eine wichtige Rolle.
Bei Zytokinen handelt es sich um Polypeptide, deren Strukturen oft durch N- oder O-
Glykosylierung zusätzlich modifiziert sind. Die Einteilung von Zytokinen in unterschied-
liche Klassen erfolgt aufgrund ihrer biologischen Funktionen, hinsichtlich des Rezeptors
oder ihrer dreidimensionalen Struktur [1]. Folgende Gruppen können bezüglich ihrer bio-
logischen Funktionen unterschieden werden: Interferone, Interleukine, Wachstumsfakto-
ren und Chemokine [2].
Im Gegensatz zu Hormonen werden Zytokine nicht in bereits vorgefertigter Form in spezi-
ellen Drüsenzellen des Körpers gespeichert, sondern werden bei Bedarf nach Stimulation
schnell synthetisiert und ausgeschieden. Zytokine wirken bereits in kleinsten Konzentra-
tionen, im nano- bis pikomolaren Bereich, was sie zu hocheffektiven Signalmolekülen
macht. Dabei werden sie von verschiedensten Zellen des Körpers produziert und sezer-
niert.
Zu den vielen Aufgaben der Zytokine gehört die Regulation von Überlebens- und Wachs-
tumsprozessen und die Steuerung der Differenzierung von Zellen. Außerdem nehmen sie
zentrale Funktionen bei der Immunantwort und der Hämatopoese ein [1].
Ein Zytokin kann verschiedene biologische Effekte in unterschiedlichen Geweben und
Zielzellen auslösen. Diese differenzierte Wirkung wird als Pleiotropie bezeichnet. Gleich-
zeitig können verschiedene Zytokine aber auch dieselben Effekte in einer einzelnen Ziel-
zelle auslösen. Dies ist unter dem Begriff Redundanz bekannt [3].
Zytokine entfalten ihre Wirkung durch die Bindung an spezifische Oberflächenrezeptoren
auf Zielzellen, wodurch im Inneren der Zelle eine intrazelluläre Signalkaskade ausgelöst
wird, welche eine Veränderung der Transkriptionsaktivität zur Folge hat. Dabei wirken Zy-
tokine autokrin, parakrin oder endokrin auf ihre Zielzellen.
Zytokine müssen aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums und ihrer bedeutsamen Auf-
gaben, z.B. bei der Immunantwort streng kontrolliert werden. Eine Fehlregulation kann zu
chronisch-entzündlichen Krankheiten und zur Entstehung von Tumoren führen.
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1.1 IL-6-Typ-Zytokine
Zur Klasse der IL-6-Typ-Zytokine zählt man IL-6 (Interleukin-6), IL-11, LIF (leukemia in-
hibitory factor ), OSM (Onkostatin M), CNTF (ciliary neurotropic factor ), CT-1(cardiotro-
phin-1), CLC (cardiotrophin-like-cytokine), NP (Neuropoietin), IL-27 und IL-31 [4]. Einer
neusten Studie zufolge gehört auch IL-35 zu den IL-6-Typ-Zytokinen [5].
Diese Klasse von Zytokinen spielt eine wichtige Rolle im Immunsystem, bei der Hämato-
poese, im Nervensystem, im kardiovaskulären und endokrinen System, im Knochenme-
tabolismus sowie in Entzündungsprozessen und der Akut-Phase-Reaktion [6].
Die Zytokine dieser Klasse können zur Familie der sogenannten langkettigen Vier-Helix-
Bündel-Zytokine [1] zusammengefasst werden. Eine Ausnahme bildet hierbei IL-27, wel-
ches ein Dimer aus EBI-3 (Ebstein-Barr-virus induced gene 3) und p28 darstellt [7].
IL-6-Typ-Zytokine agieren über Rezeptorkomplexe, die mindestens eine Untereinheit des
gp130-Proteins (Glykoprotein 130) als Signal-vermittelnden Rezeptoranteil beinhalten.
Bei gp130 handelt es sich um ein 130 kDa großes Molekül, welches aus 980 Aminosäu-
ren besteht und eine einzige Transmembrandomäne aufweist. Als Ausnahme gilt IL-31
[8], welches über einen Rezeptor agiert, der sich aus dem OSM-Rezeptor sowie dem
GPL (gp130-like)-Rezeptor zusammensetzt [9, 10]. Alle anderen Zytokine dieser Fami-
lie binden an gp130, wobei IL-6 und IL-11 als einzige über gp130-Homodimere agieren.
Die verbleibenden Zytokine wirken über Heterodimere, die entweder aus gp130 und LIF-
R (LIF, CT-1, CNTF, NP und CLC) oder OSM-R (OSM) bestehen. Humanes OSM weist
dabei die Eigenschaft auf an zwei verschiedene Rezeptordimere binden zu können. Es
kann über gp130/LIF-R und gp130/OSM-R agieren. IL-27 bindet an ein Heterodimer aus
gp130 und dem IL-27 Rezeptor WSX-1 [11] (Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: IL-6-Typ-Zytokine und ihre jeweiligen Rezeptorkomplexe
Alle IL-6-Typ-Zytokine agieren über mindestens eine Rezeptoruntereinheit gp130. Als Ausnahme
gilt IL-31. Die Rezeptoruntereinheit gp130 kann dabei als Homodimer zweier gp130-Moleküle oder
als Heterodimer von gp130 mit dem LIF-Rezeptor, OSM-Rezeptor oder WSX-1in der Plasmamem-
bran vorliegen. Die Zytokine IL-6, IL-11, CT-1, CNTF, NP und CLC benötigen für die Liganden-
Bindung zusätzlich einen spezifischen α-Rezeptor.
Zusätzlich zu gp130 zählt häufig noch eine membrangebundene α-Rezeptorkomponente
zum Rezeptorkomplex der IL-6-Typ-Zytokine. IL-6, IL-11, CT-1, CNTF, NP und CLC benö-
2
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tigen diese α-Rezeptorkomponente für die Bindung an ihren Rezeptor. Die Komponente
besitzt aber nur eine sehr kurze zytoplasmatische Domäne, und spielt deshalb für die
Signalweiterleitung keine Rolle [3].
Die Zytokine binden zuerst spezifisch an ihre α-Rezeptorkomponente. Der entstandene
Zytokin-Rezeptorkomplex dient zur Rekrutierung der Signal-vermittelnden Rezeptorkom-
ponenten. LIF, OSM, IL-27 und IL-31 benötigen keine zusätzliche α-Rezeptorkomponente.
Im Falle des Zytokins CNTF, welches wichtig ist für das Überleben von Ziliarneuronen und
Motoneuronen, ist die α-Rezeptorkomponente über einen Glycosylphosphatidylinositol-
Anker an der Zellmembran befestigt [12]. Auch die Zytokine NP und CLC binden an
CNTF-Rα [13, 14].
Zusätzlich zur membrangebundenen IL-6Rα-Komponente existiert eine lösliche Form,
welche durch zwei unabhängige zelluläre Prozesse entstehen kann. Eine Möglichkeit
ist die Translation einer durch alternatives Spleißen entstandenen mRNA von IL-6Rα
[15, 16]. Die andere Möglichkeit beinhaltet die proteolytische Spaltung einer membran-
gebundenen IL-6Rα-Variante an der Zelloberfläche durch die Metalloproteasen ADAM10
und ADAM17 [17]. Dieser Prozess wird als shedding bezeichnet. Dem so entstandenen
Protein fehlt die zytoplasmatische Domäne und die Transmembrandomäne.
Die Rezeptorkomponente gp130 wird auf der Oberfläche von fast allen Zellen des mensch-
lichen Körpers exprimiert. Die IL-6Rα-Komponente, welche hauptsächlich auf Hepatozy-
ten, Neutrophilen, Monozyten/Makrophagen und einigen Lymphozyten exprimiert wird, ist
der limitierende Faktor der IL-6-Signaltransduktion. Die lösliche Rezeptorvariante kann
aber zusammen mit dem gebundenen IL-6-Zytokin Zellen stimulieren, welche nur den
gp130-Rezeptorteil exprimieren. Dieser Prozess wird als trans-signaling bezeichnet [4].
1.1.1 IL-6
IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches eine wichtige Rolle bei Entzündungen, Immun-
antworten, Hämatopoese und Onkogenese spielt [4]. Es wurde ursprünglich als B-Zell-
Differenzierungsfaktor (BSF-2) identifiziert, welcher für die Differenzierung von B-Zellen
zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen verantwortlich ist. Weitere Untersuchungen
zeigten aber, dass es auch auf T-Zellen, Hepatozyten, hämatopoetischen Vorläuferzellen
und in Kombination mit dem löslichen IL-6Rα sogar auf Nervenzellen wirken kann.
In naiven T-Zellen regt IL-6 zusammen mit TGF-β (transforming growth factor ) die Dif-
ferenzierung zu Th17-Zellen an. Bei diesen T-Zellen handelt es sich um eine neue Un-
tergruppe von T-Helferzellen, die eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Au-
toimmunerkrankungen spielt [18, 19]. In Hepatozyten löst IL-6 die Akut-Phase-Reaktion
aus. Es verhindert das Wachstum der murinen myeloiden Leukämie-Zelllinie (M1) und
induziert stattdessen deren Differenzierung zu Makrophagen [3].
Das Wirkungsspektrum von IL-6 umfasst sowohl anti- als auch proinflammatorische Ei-
genschaften. Eine Fehlregulation von IL-6, welche z.B. einen erhöhten IL-6-Spiegel be-
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wirkt, steht im Zusammenhang mit entzündlichen Krankheiten wie rheumatoider Arthritis,
Morbus Crohn [4] und verschiedenen Krebsarten (z.B. Multiples Myelom) [20, 21, 22].
1.1.2 LIF
LIF (leukemia inhibitory factor ) ist ein multifunktionales Zytokin, das mit verschiedenen
biologischen Effekten in Verbindung gebracht wird. Das Zytokin, welches je nach Glyko-
sylierungsgrad eine Masse von 37-65 kDa aufweist, wird von verschiedenen Zelltypen
sezerniert, z.B. Fibroblasten, aktivierten T-Zellen, Makrophagen und Endothelzellen [23].
Eine wichtige Aufgabe von LIF ist die Inhibierung der Differenzierung von murinen em-
bryonalen Stammzellen. Die Zugabe von LIF zu undifferenzierten murinen Stammzel-
len bewirkt die Aufrechterhaltung der Pluripotenz durch die Aktivierung des JAK/STAT-
Signalwegs [24]. Andere Aufgaben sind u.a. die Induktion der Synthese von Akut-Phase-
Proteinen in Hepatozyten sowie der Einfluss auf den Knochen-Metabolismus [25, 26].
Mausmodelle zeigten außerdem, dass LIF wichtig für die Implantation von Blastozysten
während der Schwangerschaft ist. In LIF knock-out-Mäusen erfolgte keine Implantation
der sich sonst normal entwickelnden Blastozyste [27].
1.1.3 CNTF
CNTF (ciliary neurotropic factor ) ist ein Zytokin der IL-6-Typ-Familie, welches in Gliazel-
len des zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert wird. Es hat eine Masse von
23 kDa und weist keine Glykosylierungsstellen auf [28]. CNTF besitzt keine klassische
Signalpeptid-Sequenz, wie es z.B. andere sezernierte Proteine aufweisen. Es wird ange-
nommen, dass das Zytokin bei Verletzungen aus Gliazellen des Nervensystems freige-
setzt wird. CNTF-induzierte Signalwege sind wichtig für das Überleben, die Proliferation
und Differenzierung einer Vielzahl von neuronalen Zelltypen, zu denen auch sensorische
Neuronen und Motoneuronen gehören [29]. CNTF hat hauptsächlich einen Einfluss auf
Nervenzellen, es zeigte sich aber, dass das Zytokin auch auf Hepatozyten, Skelettmus-
kelzellen und embryonale Stammzellen wirken kann [29].
1.2 Signalwege der IL-6-Typ-Zytokine
Die verschiedenen Funktionen der IL-6-Typ-Zytokine werden durch die Bindung an die je-
weiligen Rezeptoren auf der Zelloberfläche ausgelöst. Die Bindung führt zu einer intrazel-
lulären Signalkaskade, die eine Änderung der Genexpression zur Folge hat. Die Signal-
vermittelnden Rezeptorkomponenten sind gp130, LIF-R, OSM-R, WSX-1 und GPL-R.
Die zytoplasmatischen Domänen dieser Rezeptoren enthalten zwei konservierte Moti-
ve, welche als box1 und box2 bezeichnet werden. Über diese Motive sind die für die
Signaltransduktion wichtigen Tyrosin-Kinasen JAKs (Janus Kinasen) eng mit den Rezep-
torkomponenten verbunden. Den Rezeptoren selbst fehlt eine intrinsische Kinaseaktivität
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[1] und sie sind deshalb auf das Vorhandensein der assoziierten Tyrosin-Kinasen ange-
wiesen.
Bei den IL-6-Typ-Zytokinen können zwei wichtige Signalwege hervorgehoben werden:
der JAK/STAT-Signalweg und der MAPK-Signalweg (Abb. 1.2).
1.2.1 JAK/STAT-Signalweg
Ein sehr wichtiger und zentraler Signalweg der IL-6-Typ-Zytokine ist der JAK/STAT-Signal-
weg. Die für die Signalweiterleitung verantwortlichen Komponenten sind die Rezeptor-
assoziierten JAKs (Janus-Kinasen) und die STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription).
Der JAK/STAT-Signalweg wird durch die Liganden-induzierte Dimerisierung der Signal-
vermittelnden Rezeptorkomponenten in der Plasmamembran initiiert. Diese Dimerisie-
rung hat zur Folge, dass die mit dem Rezeptor assozierten Tyrosin-Kinasen JAKs in
räumliche Nähe gelangen und durch Auto-Phosphorylierung aktiviert werden [30]. Die ak-
tivierten JAKs phosphorylieren daraufhin weitere in der zytoplasmatischen Domäne gele-
gene Tyrosinreste des Rezeptors. Diese phosphorylierten Tyrosine bilden Andockstellen
für verschiedene Signalproteine, welche eine SH2-Domäne (src-homology 2-Domäne)
aufweisen. Zu diesen Proteinen gehören unter anderem die STAT-Proteine, welche über
ihre SH2-Domäne an den Rezeptor binden und ebenfalls durch die aktivierten JAKs
an einem für die Aktivierung wichtigen Tyrosinrest phosphoryliert werden [31, 32]. Die
phosphorylierten STAT-Proteine dimerisieren über wechselseitige Phospho-Tyrosin/SH2-
Domänen-Interaktionen und reichern sich im Zellkern an, wo sie durch Bindung an spe-
zifische Enhancer -Elemente die Transkriptionsaktivität der Zelle beeinflussen [33].
1.2.2 MAPK-Signalweg
Der zweite wichtige Signalweg, welcher durch IL-6-Typ-Zytokine ausgelöst wird, ist der
MAPK (Mitogen-Activated-Protein-Kinase)-Signalweg.
Als erster Schritt erfolgt in der hier beschriebenen Signalkaskade die Bindung der Ty-
rosinphosphatase SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 759 des gp130-Rezeptors [34].
SHP2 wird anschließend durch aktivierte JAKs phosphoryliert, wodurch SHP2 als Adap-
tor für den Grb2/SOS-Komplex (Growth factor receptor-bound protein 2)/(son of seven-
less) dient und diesen in die Nähe der Plasmamembran rekrutiert [35]. Bei SOS handelt
es sich um einen GTP-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor ), welcher
den Austausch von GDP gegen GTP im Ras-Protein bewirkt. Ras-GTP aktiviert darauf-
hin Raf. Bei Raf handelt es sich um eine Serin-Threonin-Kinase, welche im nächsten
Schritt die Aktivierung von MAPKK (MAPK kinase) bewirkt z.B. von MEK1/2. MAPKK
aktiviert anschließend MAPK. Ein Beispiel für MAPK sind ERK1/2 (extracellular signal-
related kinase), welche verschiedene Transkriptionsfaktoren phosphorylieren können und
so die Genexpression der Zelle beeinflussen [36].
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Abbildung 1.2: IL-6-induzierte Signalwege
Das Zytokin IL-6 löst durch Bindung an seinen Rezeptor zwei wichtige Signalwege aus: den
JAK/STAT-Signalweg und den MAPK-Signalweg. Die Aktivierung der Signalwege bewirkt in bei-
den Fällen eine Änderung der Genexpression innerhalb der Zelle.
1.3 Die Familie der STAT-Transkriptionsfaktoren
STAT-Proteine sind in verschiedenen Signalwegen involviert, da sie nicht nur durch Zyto-
kinrezeptoren aktiviert werden können, sondern auch durch Rezeptortyrosinkinasen (z.B.
EGF-Rezeptor) und G-Protein gekoppelte Rezeptoren (z.B. Angiotensin II) [1]. Auch zyto-
plasmatische Tyrosinkinasen wie z.B. v-src können zu einer dauerhaften Aktivierung der
STAT-Proteine führen [37, 38].
Die Familie der STATs beinhaltet in Säugetieren sieben Mitglieder: STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STAT5A, STAT5B und STAT6. Das Vorhandensein der STAT-Proteine ist aber nicht
auf höhere Organismen beschränkt, auch in Drosophila wurde eine Variante des STAT-
Proteins entdeckt [39], genauso wie in C. elegans [40].
Anhand von Untersuchungen in der Maus zeigte sich, dass die STAT-Gene in drei Gen-
clustern vorliegen: STAT1 und STAT4 auf dem Chromosom 1, STAT2 und STAT6 auf dem
Chromosom 10 und die restlichen STAT-Gene auf dem Chromosom 11. Die Lage der
STAT-Gene kann auf eine zweifache Duplikation eines ursprünglichen Gens und seine
Verteilung auf die verschiedenen Chromosomen zurückgeführt werden [41].
Ursprünglich wurden die STAT-Proteine als DNS-bindende Faktoren in den Signalwegen
der Interferone entdeckt. STAT1 und STAT2 spielen dabei im Signalweg der Typ-I Inter-
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ferone eine Rolle. Bei Typ-II Interferonen ist nur STAT1 von Bedeutung [42].
Die biologischen Funktionen der STAT-Proteine wurden im Laufe der Jahre mit Hilfe
von knock-out-Mäusen aufgeklärt. Das gezielte Ausschalten von STAT-Genen hat unter-
schiedliche Auswirkungen zur Folge. So findet man z.B. eine verminderte Makrophagen-
aktivität und eine hohe virale Anfälligkeit bei STAT1 knock-out-Mäusen. Das Ausschalten
von STAT3-Genen hat einen frühen Tod des Embryos zur Folge. In STAT6 knock-out-
Mäusen ist eine beeinträchtigte Th2-Antwort zu beobachten [43, 44].
Die STAT-Proteine variieren in ihrer Größe von 750-851 Aminosäuren. Sie weisen aber
alle die gleichen sechs konservierten Domänen auf: die N-terminale-Domäne, die coiled-
coil-Domäne, die DNS-Bindungs-Domäne (DBD), eine Linker -Domäne, eine SH2-Do-
mäne und eine Transaktivierungs-Domäne (TAD). In der Nähe des C-Terminus weisen
alle STAT-Transkriptionsfaktoren ein spezifisches Tyrosin auf, dessen Phosphorylierung
Voraussetzung für die Aktivierung des Proteins ist [45] (Abb. 1.3).
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Abb. 3 Familie der STAT Transkriptionsfaktoren:  
A. Domänenstruktur aller Mitglieder der STAT-Familie. B. Räumliche Struktur des unphosphorylierten 
STAT3-Monomers (core-Fragment) mit farbig gekennzeichneten Domänen und Tyrosin 705 (gelb). Die N-
terminale Domäne von STAT4 wurde eingefügt. Gestrichelte Bereiche sind strukturell nicht aufgeklärt (Ren et 
al. (2008) [22]). C. Phosphoryliertes STAT3-Dimer an DNS gebunden (Becker et al. (1998) [23]). 
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und C. elegans, STAT-Homologe ohne N-terminale Domänen existieren [16]. 
Die coiled-coil-Domäne wird aus vier antiparallelen -Helices gebildet und ist an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt (PIAS1/STAT1, p48/STAT1, c-Jun/STAT3, Nmi (N-myc inter-
actor)/STAT1,5, SMRT/STAT5, GRIM-19/STAT3 und StIP (STAT3 interacting pro-
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Abbildung 1.3: Schematischer Aufb u der STAT-Proteine
A. Die STAT-Proteine variieren in ihrer Größe, weisen aber alle die gleichen sechs konservierten
Domänen auf. Für die Aktivierung der Proteine ist die Phosphorylierung der jeweils dargestell-
ten Tyrosine (Y) entscheidend, zusätzliche Phosphorylierungen an den Serin-Resten (S) können
ebenfalls erfolgen.
B. Räumliche Struktur von unphosphoryliertem STAT3 [46], basierend auf dem core-Fragment des
Proteins ohne N-terminale Domäne und Transaktivierungsdomäne. Die Farben entsprechen den
jeweiligen Domänen. Tyrosin 705 ist in gelb dargestellt. Gepunktete Linien sind strukturell nicht
aufgeklärte Proteinbereiche.
C. Phosphoryliertes STAT3-Dimer an DN gebunden [47], die N-terminale Domäne von STAT4
wurde hinzugefügt [48]. Abbildungen modifiziert aus [49].
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STAT-Proteine können neben der für die Aktivierung wichtigen Tyrosin-Phosphorylierung
auch weitere posttranslationale Modifikationen erhalten. Zu den bekannten Modifikatio-
nen gehören z.B. die Acetylierung an Lysinresten, die Ubiquitinierung, die Sumoylierung
sowie die Serin-Phosphorylierung [50, 51, 52, 53].
Eine weitere Eigenschaft von STAT-Proteinen ist die Ausbildung von Tyrosin-Phosphory-
lierungs-abhängigen Dimeren. Dabei kann es sich sowohl um Homo- als auch um He-
terodimere handeln. STAT1, 3, 4, 5A, 5B und 6 bilden Homodimere, wobei STAT1 und
STAT3, STAT5A und STAT5B sowie STAT1 und STAT2 auch Heterodimere bilden können
[54, 55, 56].
1.3.1 STAT3
Der Transkriptionsfaktor STAT3 besteht aus 770 Aminosäuren. Das Protein ist auch unter
dem Namen APRF (Acute-Phase Response Factor ) bekannt, da es ursprünglich als Tran-
skriptionsfaktor entdeckt wurde, welcher nach IL-6-Stimulation in Hepatozyten an den
Promotor von Akut-Phase-Genen bindet [3].
STAT3 kann nicht nur durch IL-6-Typ-Zytokine aktiviert werden, sondern auch durch IFN-α,
IL-10 [57, 58], IL-21 [59] und verschiedene Wachstumsfaktoren wie EGF oder PDGF. Bei
den IL-6-Typ-Zytokinen handelt es sich aber um die potentesten physiologischen Aktiva-
toren von STAT3 [60].
Der Transkriptionsfaktor STAT3 hat vielfältige Funktionen. Er beeinflusst z.B. Fertilität,
embryonale Entwicklung, die Pluripotenz muriner embryonaler Stammzellen, die Akut-
Phase-Antwort in der Leber, Wundheilung und die Regulation von Immunantworten [61].
Aktuelle Studien schreiben STAT3 auch eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
von Memory CD8+ T-Zellen zu [62].
Die Identifizierung der STAT3-Funktionen mit Hilfe von knock-out-Mäusen stellte sich auf-
grund seiner letalen Wirkung im Gegensatz zu anderen STAT-defizienten Mäusen als
schwierig heraus, da die Embryonen noch vor der Gastrulation starben [63]. Mit Hilfe des
Cre-Lox-Systems konnte STAT3 jedoch spezifisch in einzelnen Geweben oder Zelllinien
ausgeschaltet werden. Die Ergebnisse zeigen, dass z.B. Makrophagen eine erhöhte Ent-
zündungsantwort aufweisen und dass bei Keratinozyten der Haut eine verzögerte Wund-
heilung auftritt, wenn STAT3 fehlt [64, 65].
STAT3 weist aufgrund von alternativem Spleißen verschiedene Isoformen auf. Ein Syn-
onym für das aus 770 Aminosäuren bestehende STAT3 lautet STAT3-α. Im Gegensatz
dazu handelt es sich bei der bekanntesten Spleiß-Variante STAT3-β um eine verkürzte
Form des Transkriptionsfaktors. STAT3-β fehlen 55 Aminosäuren der Transaktivierungs-
domäne, allerdings werden 7 zusätzliche Aminosäuren an das C-terminale Ende des
Proteins angefügt. In der Literatur wird das physiologisch vorkommende STAT3-β als
dominant-negativ in verschiedenen Zelllinien beschrieben [66, 67]. Das bedeutet, dass
diese STAT3-Variante einen negativen Einfluss auf die endogene STAT3-Aktivität in den
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STAT3-Monomers (core-Fragment) mit farbig g ke nzeichnete  Domänen und Tyrosin 705 (gelb). Die N-
terminale Domäne von STAT4 wurde eingefügt. Gestrichelte Bereiche sind strukturell nicht aufgeklärt (Ren et 
al. (2008) [22]). C. Phosphoryliertes STAT3-Dimer an DNS gebunden (Becker et al. (1998) [23]). 
 
Die amino-terminale Domä e kann Funktionen bei der Rezeptorbindu g (STAT4 [24, 25]), 
der kooperativen DNS-Bindung (Tetramerisierung) [26, 27], der Dephosphorylierung 
(STAT1 [28]) und der Interaktion mit anderen Proteinen [29, 30] übernehmen. Sie scheint 
evolutionär spät entstanden zu sein, da in niederen Organismen, wie z.B. Dictyostelium 
und C. legans, STAT-Homologe ohne N-terminal  Domänen existier n [16]. 
Die coiled-coil-Domäne wird aus vier antiparallelen -Heli es gebildet und ist an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt (PIAS1/STAT1, p48/STAT1, c-Jun/STAT3, Nmi (N-myc inter-
actor)/STAT1,5, SMRT/STAT5, GRIM-19/STAT3 und StIP (STAT3 interacting pro-
tein)/STAT3 [31]). 
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Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau von STAT3, STAT3-β und STAT3-YF
In der oberen Reihe ist STAT3 mit seinen sechs konservierten Domänen dargestellt. STAT3-β ist
C-terminal um 55 Aminosäuren verkürzt, weist aber 7 zusätzliche Aminosäuren auf (gelb markiert).
Beide STAT3-Proteine besitzen das für die Phosphorylierung wichtige Tyrosin (Y) an Position 705.
Die STAT3-YF-Mutante besitzt an Stelle dieses Tyrosins die Aminosäure Phenylalanin (F).
Zellen ausüben kann. In diesem Zusammenhang ist die nicht-physiologisch vorkommen-
de STAT3-YF-Mutante von Interesse. Diese Mutante wurde artifiziell durch einen Aus-
tausch der Aminosäure Tyrosin an Position 705 durch Phenylalanin hergestellt (Abb. 1.4).
STAT3-YF kann nach Stimulation nicht mehr an Tyrosin 705 phosphoryliert werden. Diese
Phosphorylierung ist aber für die STAT3-Aktivierung unerlässlich. Aus diesem Grund wird
die YF-Mutante häufig verwendet, um Funktionen von STAT3 zu untersuchen, welche
unabhängig von der Tyrosin-Phosphorylierung erfolgen. Ein interessanter Aspekt dieser
Mutante ist ihre ebenfalls auftretende dominant-negative Wirkung [68]. Der exakte Me-
chanismus, wie inaktives STAT3-YF einen negativen Einfluss auf die endogene STAT3-
Aktivität ausübt, ist in der Literatur noch nicht dargestellt.
Aufgrund der verschiedenen Funktionen von STAT3, z.B. bei Immunantworten, muss die
Aktivität von STAT3 strikt reguliert werden. Eine Fehlregulation kann mit chronischen Ent-
zündungskrankheiten und verschiedenen Krebsart n in Zusammenhang gebracht wer-
den. Dabei steht meist eine konstitutive Aktivierung von STAT3 im Vordergrund, welche zu
ein r Fehlregulation der Transkriptionsfaktorak ivität führt. Tyrosinkinas n der Src-Familie
spielen neben Zytokinen und Wachstumsfaktoren als AT3-Aktivatoren eine wichtige
Rolle [69, 70]. Aber auch Mutationen i STAT3-Protein selber sind z.B. mit dem Hyper-
IgE-Syndrom (HIES) in Verbindung gebracht worden. In diesem Fall liegen u.a. Mutatio-
nen in der DNS-Bindungsdomäne des STAT3-Gens vor, die ebenfalls dominant-negativ
wirken [71].
1.3.2 A tivierung und nukleä e Tran lokation von STAT3
Bei der am häufigsten beschriebenen Funktion von STAT3 handelt es sich um di Funkti-
on als klassischer Transkriptionsfaktor, welcher nach Stimulation der Zelle das Signal von
der Membran dir kt in den Zellkern leitet und so Einfluss auf die Genexpression nimmt.
Im Falle der IL-6-Typ-Zytokine erfolgt nach der Rezeptor-Bindung auf der Oberfläche der
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Zelle eine Aktivierung der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen (JAKs), die verschiede-
ne Tyrosine in der zytoplasmatischen Domäne des Rezeptors phosphorylieren. Diese
phosphorylierten Tyrosine dienen als Andockstelle für STAT3, welches mit seiner SH2-
Domäne an den Rezeptor bindet. Es folgt die Phosphorylierung an Tyrosin 705, die
Dimerisierung über wechselseitige Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktionen sowie
die Kernanreicherung von aktiviertem STAT3. Die Dimere können dort spezifisch an En-
hancer -Sequenzen binden und die Genexpression induzieren [72]. Nach IL-6-Stimulation
ist aktiviertes STAT3 in punktförmigen Strukturen im Zellkern sichtbar, welche als nuclear
bodies bezeichnet werden [73].
Neben der für die Aktivierung von STAT3 wichtigen Tyrosin-Phosphorylierung, kann STAT3
zusätzlich noch an Serin 727 phosphoryliert werden, was eine maximale Aktivität der
Transaktivierungsdomäne von STAT3 zur Folge hat [74].
Um eine dauerhafte Aktivierung von STAT3 in den Zellen zu vermeiden, muss die Aktivität
von STAT3 negativ reguliert werden. Diese Aufgabe übernimmt u.a. SOCS3 (suppressor
of cytokine signaling), wobei SOCS3 ein Zielgen von STAT3 ist und somit aktiviertes
STAT3 die Expression des Proteins selber induziert. Dieser Prozess wird als feedback -
Inhibition bezeichnet. Neben den SOCS-Proteinen können auch noch Tyrosinphosphata-
sen, Proteasen und PIAS-Proteine (protein inhibitors of activated STAT ) [1] die Aktivität
von STAT3 negativ regulieren. Insgesamt umfasst der Vorgang der STAT3-Aktivierung,
bestehend aus Tyrosinphosphorylierung, nukleärer Translokation und Beendigung des
Signals, eine Zeitspanne von ca. einer Stunde.
1.3.3 Präformierte Dimere und nukleozytoplasmatisches Shuttling
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass STAT3 nicht nur Dimere mittels der Phospho-
Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktion nach Stimulation der Zelle bilden kann, sondern dass
unphosphoryliertes STAT3 auch ohne Stimulation als sogenannte präformierte Dimere
neben Monomeren in der Zelle vorliegt [54, 75, 76]. Das Verhältnis zwischen Monomer-
und Dimer-Anteil scheint sich nach Stimulation der Zelle nicht stark zu verändern [77, 78],
was die Möglichkeit der Konformationsänderung von einem inaktiven zu einem aktiven
STAT3-Dimer nach Stimulation der Zelle in Betracht zieht. Für die Ausbildung der präfor-
mierten Dimere spielt die N-terminale Domäne von STAT3 eine bedeutende Rolle [78].
Eine andere wichtige Beobachtung beschreibt die subzelluläre Verteilung von unphos-
phoryliertem STAT3 in der Zelle. STAT3 liegt im unphosphoryliertem Zustand sowohl
im Zytoplasma als auch im Kern der Zelle vor. Diese Verteilung ist auf kontinuierliche
Import-/Exportprozesse zurückzuführen [79]. Stört man dieses Gleichgewicht durch spe-
zifische Inhibitoren, welche den Export blockieren, kommt es zu einer Anreicherung von
unphosphoryliertem STAT3 im Kern unstimulierter Zellen [80].
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1.3.4 Tyrosin-Phosphorylierungs-unabhängige Funktionen von STAT3
Neben der klassischen Funktion von STAT3 als Transkriptionsfaktor im Zellkern, welche
eine Tyrosin 705-Phosphorylierung voraussetzt, sind auch weitere Funktionen beschrie-
ben, die unabhängig von der Tyrosin-Phosphorylierung ausgeübt werden.
STAT3 kann z.B. im Zytoplasma der Zelle mit Stathmin, einem Mikrotubuli-destabilisier-
endem Protein interagieren. Diese Interaktion führt zur Stabilisierung des gesamten Mikro-
tubuli-Netzwerks in der Zelle [81].
Eine weitere Beobachtung beschreibt die Interaktion von STAT3 mit Proteinen der At-
mungskette in den Mitochondrien. Dabei wird eine Rolle von STAT3 als Regulator der
oxidativen Phosphorylierung diskutiert, da die Abwesenheit von STAT3 in den Mitochon-
drien zu einer verminderten Ausbeute der Atmungskette führt [82]. In diesem Fall ist nur
die Serin 727-Phosphorylierung für die Ausübung der Funktion von STAT3 wichtig [83].
Eine weitere Funktion beschreibt die Rolle von STAT3 als Coaktivator im Zellkern. In Dro-
sophila dient das STAT-Ortholog als Regulator der Heterochromatin-Stabilität, wobei es
mit dem Heterochromatin-Protein 1 (HP1) interagiert [84]. Die Frage, ob STAT3 oder ein
anderes STAT-Protein in Säugetieren eine ähnliche Funktion ausübt, wurde bisher nicht
geklärt.
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1.4 Murine embryonale Stammzellen
Murine embryonale Stammzellen sind Zellen, die aus der inneren Zellmasse einer Blas-
tozyste der Maus isoliert werden [85, 86]. Die Blastozyste stellt den erst wenige Tage
alten Embryo vor der Implantation in den Uterus dar.
Embryonale Stammzellen haben verschiedene Eigenschaften, die sie für die Forschung
sehr interessant machen. Eine wichtige Eigenschaft ist die in-vitro Kultivierung der mu-
rinen embryonalen Stammzellen in einem undifferenzierten Stadium in der Anwesenheit
von LIF (leukemia inhibitory factor ). In diesem Zustand können sich die Zellen unbegrenzt
vermehren. Die zweite wichtige Eigenschaft beschreibt die Pluripotenz der Stammzellen,
d.h. die Zellen haben die Fähigkeit, sich in alle Zelltypen des Körpers zu differenzieren,
einschließlich Keimzellen, wodurch man Stammzellen auch für die Generierung gene-
tisch modifizierter Mäuse verwendet [87]. Dieses Potential behalten Stammzellen auch
nach längerer Kultivierung. Die Injektion in-vitro kultivierter Stammzellen in eine Blasto-
zyste führt zur Differenzierung der Zellen in verschiedene Zelltypen des sich entwickeln-
den Embryos [88] (Abb. 1.5).
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Abbildung 1.5: Das Potential muriner embryonaler Stammzellen
Pluripotente Stammzellen können sich in Anwesenheit von LIF unbegrenzt in einem undifferenzier-
ten Zustand vermehren. Zusätzlich haben sie die Fähigkeit, sich in alle Zelltypen eines Organismus
zu differenzieren. Dies erfordert die Abwesenheit von LIF und die Zugabe bestimmter Mediatoren
und Wachstumsfaktoren.
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1.4.1 Die Rolle von STAT3 für den Erhalt undifferenzierter muriner embryo-
naler Stammzellen
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass für den Erhalt undifferenzierter muriner embryo-
naler Stammzellen aktiviertes STAT3 essentiell ist [24, 89]. Die direkte Zugabe von LIF
ins Zellkulturmedium bzw. die Kultivierung der Stammzellen auf wachstums-inaktivierten
MEF-Zellen (feeder cells), welche das Zytokin produzieren, ist für den undifferenzierten
Zustand der murinen embryonalen Stammzellen unverzichtbar. LIF, ein IL-6-Typ-Zytokin,
aktiviert STAT3 über den gp130/LIF-Rezeptor auf der Oberfläche der Zellen mit dem Re-
sultat, dass die Differenzierung der Stammzellen unterdrückt wird und sich die undif-
ferenzierten Zellen unbegrenzt vermehren können. Die Expression einer induzierbaren
STAT3-YF-Mutante, welche nicht mehr an Tyrosin 705 phosphoryliert werden kann, führt
zur Differenzierung der murinen embryonalen Stammzellen und bestätigt, dass aktivier-
tes STAT3 für den Erhalt der Pluripotenz der Zellen essentiell ist [89].
Die Zugabe von LIF führt zur Aktivierung weiterer Signalwege, welche ebenfalls von dem
gp130/LIF-R Heterodimer ausgehen können, wie z.B. dem MAPK-Signalweg oder dem
PI(3)K (phosphatidylinositol-3-kinase)-Signalweg.
Die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 wurde als Differenzierungs-fördernd
beschrieben und ihre Funktion ist somit gegensätzlich zur Funktion von aktiviertem STAT3
in murinen embryonalen Stammzellen [90]. Eine SOCS3 regulierte ausgeglichene Akti-
vierung von STAT3 und ERK1/2 im LIF-induzierten Signalweg könnte für die Pluripotenz
der Stammzellen verantwortlich sein [91].
Parallel zum LIF-JAK/STAT-Signalweg ist auch der LIF-PI(3)K-Signalweg für den Erhalt
der Pluripotenz wichtig [92]. Beide Signalwege können über verschiedene Faktoren po-
sitiv auf die Transkriptionsfaktoren Nanog, Sox2 und Oct3/4 wirken. Diese drei Proteine
sind die zentralen Transkriptionsfaktoren bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz muri-
ner embryonaler Stammzellen.
Die Anwesenheit des Oberflächen-Glykans LacdiNAc am LIF-Rezeptor sowie an gp130
ist ebenfalls für den durch LIF-STAT3 induzierten undifferenzierten Zustand der murinen
embryonalen Stammzellen wichtig [93].
1.4.2 Neuronale Differenzierung
Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) haben die Fähigkeit, sich in alle Zelltypen des Kör-
pers zu differenzieren. Neuronen bieten aufgrund ihrer Morphologie mit langen Ausläu-
fern ein besonderes Modellsystem, in dem der Transport bestimmter Proteine über große
Distanzen in den Zellen untersucht werden kann.
Es gibt verschiedene Ansätze, um aus embryonalen Stammzellen gezielt Neuronen zu
differenzieren. Die Zugabe von Retinsäure (RA), einem Derivat von Vitamin A, führt zu
Zellen mit neuronalem Phänotyp. Die differenzierten Zellen exprimieren neuronale Mar-
ker wie MAP-2 (microtubule-associated protein-2), Beta-III-Tubulin, Neurofilamente und
Glutamat-Rezeptoren [94, 95]. Die Zugabe der Retinsäure erfolgt meist zu Beginn der
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Ausbildung von embryoid bodies (EBs). EBs sind dreidimensionale Zellaggregate in Sus-
pension, welche sich als Folge nicht-adhärentem Wachstums auf speziellen Zellkultur-
schalen formen [96]. Durch die Ausbildung der EBs wird die Differenzierung der Zellen
induziert. Die dreidimensionalen Zellaggregate ahmen zu einem gewissen Grad die Ent-
wicklung eines Embryos nach und sind so für Untersuchungen der frühen Entwicklungs-
prozesse eines Organismus bedeutend. Durch die Ausbildung der EBs können sich die
embryonalen Stammzellen z.B. zu Kardiomyozyten, Muskelzellen, Endothelzellen und
Nervenzellen differenzieren [97].
Andere Protokolle, die der gerichteten neuronalen Differenzierung dienen, sind aus ver-
schiedenen Kultivierungsschritten aufgebaut, beinhalten aber ebenfalls die Ausbildung
von EBs als Grundlage. Als Zugabe dienen Zusätze wie z.B. Insulin, Transferrin, Natrium-
Selenit und Fibronektin (ITSFn) [98], aber auch die Anwesenheit von N2, B27, EGF (epi-
dermal growth factor ) und bFGF (basic fibroblast growth factor ) spielen für die Differen-
zierung der Zellen eine Rolle. Die Wachstumsfaktoren EGF und bFGF induzieren die Pro-
liferation der neuronalen Vorläuferzellen. Die Zusätze B27 und N2 fördern das Wachstum
neuronaler Zellen sowie die Langzeit-Kultivierung von Neuronen. Durch die Anwesenheit
definierter Zusätze im Medium werden optimale Bedingungen für die gerichtete Differen-
zierung und das Wachstum der Zellen geschaffen.
1.4.3 STAT3 in Neuronen
Der Transkriptionsfaktor STAT3 ist wichtig bei der Entwicklung des zentralen Nervensys-
tems (ZNS). Studien zeigen, dass STAT3 im entwickelnden Maus-Gehirn exprimiert wird
und in seiner aktivierten phosphorylierten Form vorliegt [99]. Auch während der Entwick-
lung des Gehirns von Ratten konnte man STAT3 im Nukleus der Zellen nachweisen, was
auf eine transkriptionelle Aktivität von STAT3 während der Entwicklung der Neuronen
schließen lässt [100].
Bei der neuronalen Differenzierung von P19-Zellen mittels Zugabe von Retinsäure (RA)
spielt STAT3 eine essentielle Rolle, da der Transkriptionsfaktor phosphoryliert vorliegt und
so die Expression von Sox6 induziert, welches für die Differenzierung der Zellen zu Neu-
ronen notwendig ist. Sox6 ist somit ein direktes Zielgen von STAT3 bei der neuronalen
Differenzierung von P19-Zellen [101].
Zahlreiche Studien befassen sich mit der Funktion von STAT3 im bereits vollständig ent-
wickeltem zentralen Nervensystem. Untersuchungen zeigten, dass es nach Verletzungen
von peripheralen Axonen zu einer Anreicherung von phosphoryliertem STAT3 und ande-
ren Transkriptionsfaktoren an der verletzten Stelle kommt. Beobachtungen weisen dabei
auf einen retrograden Transport von axonal phosphoryliertem STAT3 zurück zum Zell-
körper hin, was eine Änderung der Genexpression in der verletzten Zelle zur Folge hat
[102, 103]. Die Aktivierung von STAT3 kann eine Folge der Hochregulierung von IL-6, LIF
und CNTF, aber auch anderer Wachstumsfaktoren sein, welche an der verletzten Stelle
freigesetzt werden. STAT3 spielt eine positive Rolle bei der Regeneration und dem Über-
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leben von Neuronen nach Verletzungen, da es z.B. die Expression von Genen induziert,
welche schützende Funktionen für die Neuronen ausüben [100, 104, 105].
Neben den genannten Eigenschaften fördert die STAT3-Aktivierung das Wachstum neu-
ronaler Ausläufer bei kultivierten ZNS-Neuronen [106, 107] und ist wichtig für die Gliazell-
Differenzierung von Vorläuferzellen in-vitro [108].
Der Transport von STAT3 in unverletzten Neuronen bzw. in den Axonen der Zellen ist
ebenfalls ein interessanter Aspekt. Es wurde bereits nachgewiesen, dass für den Trans-
port aktivierter Rezeptorkomplexe in sensorischen Neuronen im Falle von NGF (nerve
growth factor ), welches an die Rezeptor-Tyrosin-Kinase TrkA bindet und diese aktiviert,
eine Internalisierung des Liganden-Rezeptor-Komplexes mittels Clathrin-vermittelter En-
dozytose notwendig ist. Dieser Komplex wird in sogenannten signaling endosomes über
Mikrotubuli retrograd zum Zellkern transportiert [109, 110]. Bei signaling endosomes han-
delt es sich um Vesikel, welche internalisierte aktivierte Liganden-Rezeptor-Komplexe
enthalten, von denen eine Signalkaskade ausgehen kann. Dies bedeutet, dass der akti-
vierte Rezeptor nicht nur von der Plasmamembran Signalwege induzieren kann, sondern
auch von transportierten Vesikeln, die frühe Endosomenmarker aufweisen [111]. Das
Auftreten signalisierender Endosomen setzt immer ein intaktes Zytoskelett innerhalb der
Zelle voraus.
In Neuronen des Sympathikus wurde der retrograde Transport von STAT3 nach LIF-
Stimulation untersucht [112]. Es wurde gezeigt, dass nach Stimulation von distalen Neu-
riten, welche sich in größtmöglicher Entfernung zum Zellkörper befinden, der Transport
von aktiviertem STAT3 für die retrograde Signalweiterleitung nicht notwendig ist. Ihrer
Beobachtung nach kommt es nach Stimulation zu einer Internalisierung der Liganden-
Rezeptor-Komplexe von der Plasmamembran, die entlang der Mikrotubuli zum Zellkörper
transportiert werden und erst dort STAT3 aktivieren. Die weitere Untersuchung dieses
Themengebiets ist von Interesse, da man z.B. den retrograden Transport von STAT3 in
Neuronen nach Stimulation mit unterschiedlichen IL-6-Typ-Zytokinen analysieren und so-
mit den Ort der Phosphorylierung und der Aktivierung von STAT3 lokalisieren und ver-
gleichen kann.
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1.5 Ziel der Arbeit
Die Zytokin-induzierte STAT3-Signaltransduktion wurde in den letzten Jahren in verschie-
densten Zelllinien analysiert. Interessante Aspekte wie das nukleozytoplasmatische shutt-
ling [79] oder die Ausbildung präformierter Dimere in unstimulierten Zellen [78] haben das
Bild des intrazellulären STAT3-Signalwegs erweitert. Bei Zellkulturexperimenten mit über-
exprimierten Proteinen wird jedoch häufig die physiologische Relevanz des beobachteten
Effekts in Frage gestellt. Dieser Einwand wäre in Zellsystemen mit endogen exprimierten
Proteinen unbegründet. Zudem spielen in-vivo-Studien in Tiermodellen eine immer wich-
tiger werdende Rolle, z.B. um die molekularen Ursachen von Krankheiten aufzuklären.
Der Transkriptionsfaktor STAT3 wird mit Entzündungsprozessen und Krebserkrankungen
in Verbindung gebracht und das Verständnis der fehlregulierten STAT3-Aktivität sind für
therapeutische Maßnahmen essentiell [69, 70].
Im ersten Teil der Arbeit sollen murine embryonale STAT3-YFP knock-in Stammzellen
charakterisiert werden. Die Zellen sind u.a. für die Generierung von STAT3-YFP knock-
in-Mäusen als zukünftiges in-vivo-Modell vorgesehen (Kooperation mit V. Poli, Universität
Turin, Italien). In den Gen-modifizierten Stammzellen wird ein STAT3-YFP-Allel und ein
unverändertes STAT3-Allel erwartet. Beide Allele werden unter der Kontrolle des endoge-
nen STAT3-Promotors exprimiert. Eine STAT3-Überexpression ist in diesem Zellsystem
so gut wie ausgeschlossen. Es soll die heterozygote STAT3-YFP-Expression in undiffe-
renzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen nachgewiesen sowie die IL-6-Typ-Zytokin-
induzierte Aktivierung des fluoreszierenden STAT3-Proteins untersucht werden.
Die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen sollen daraufhin zu Neu-
ronen differenziert werden. Neuronen bieten aufgrund ihrer Morphologie mit langen Aus-
läufern ein ideales Modellsystem um Translokationsprozesse über weite Distanzen in den
Zellen zu analysieren.
Die Dynamik von endogen exprimiertem STAT3-YFP soll in den zu Neuronen differen-
zierten Zellen untersucht werden. Die STAT3-YFP-Mobilität wird mit FRAP (fluorescence
recovery after photobleaching)-Messungen ermittelt. Die Analysen erfolgen in lebenden
Zellen ohne Stimulus sowie nach Zugabe von CNTF am konfokalen Laser-scanning-
Mikroskop. Von Interesse ist hierbei, ob die nukleäre Translokation von STAT3 in stimu-
lierten Neuronen über größere Distanzen auf Diffusion beruht oder ob ein langsamer
retrograder Transport z.B. mittels signaling endosomes zum Zellkern erfolgt [112].
Im zweiten Teil der Arbeit soll der Wirkmechanismus der dominant-negativ agierenden
STAT3-YF-Mutante untersucht werden. In STAT3-YF ist die Aminosäure Tyrosin an Po-
sition 705 durch Phenylalanin ersetzt. Die Tyrosin-abhängige-STAT3-Phosphorylierung
nach Zugabe eines Stimulus ist somit unterbunden. Inaktives STAT3-YF übt jedoch einen
dominant-negativen Effekt auf die Aktivität von endogenem STAT3 in stimulierten Zellen
aus [68]. Der exakte Wirkmechanismus ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Mit nativen
Gelen, Immun- und Peptid-Präzipitationen soll u.a. der Einfluss der STAT3-YF-Mutante
auf die Rezeptor-Bindung und Dimer-Bildung von endogenem WT-STAT3 analysiert wer-
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den. Versuche mit STAT3-YF-Deletionsmutanten sollen zeigen, welche Domänen von
STAT3-YF für den dominant-negativen Effekt notwendig sind. Von Interesse ist hierbei,
ob die Deletion einer einzelnen Domäne zu einer Verringerung bzw. zu einer Verstärkung
des dominant-negativen Effekts führen kann. Außerdem soll der negative Einfluss der
STAT3-YF-Mutante auf andere STAT-Signalwege untersucht werden.
Die Aufklärung des dominant-negativen Mechanismus der STAT3-YF-Mutante würde zu-
sätzliche Einblicke in den STAT3-Signalweg geben und verdeutlichen, wie inaktives STAT3
einen inhibierenden Effekt auf die endogene STAT3-Aktivität in stimulierten Zellen aus-
üben kann. Die STAT3-YF-Mutante wird hauptsächlich für Analysen von Tyrosin-Phospho-
rylierungs-unabhängigen STAT3-Funktionen verwendet.
Dominant-negatives STAT3 wird auch mit der Multisystemerkrankung Hyper-IgE-Syndrom
(HIES) in Verbindung gebracht. Ein besseres Verständnis des zellulären Verhaltens der
dominant-negativ agierenden STAT3-Mutanten und deren Auswirkungen auf den STAT3-
Signalweg sind für Therapien der Krankheits-Symptome von großem Nutzen.
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2 Material und Methoden
Material und Methoden sind nach Standardprotokollen des Instituts für Biochemie und
Molekularbiologie, RWTH Aachen, verfasst und entsprechend individueller experimentel-
ler Änderungen modifiziert.
2.1 Chemikalien und Puffer
Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysis Qualität eingesetzt und wie an-
gegeben von den Firmen bezogen. Alle Puffer wurden mit doppelt destilliertem Wasser
angesetzt.
Radiochemikalien
[α32P]-dATP (110 TBq/mmol) (Hartmann, Deutschland)
Beschichtungssubstanzen
0,01% Poly-L-Lysin (Fluka Chemie AG, Schweiz) in PBS
0,2% Gelatine (porcine skin) (Sigma-Aldrich, Deutschland) in PBS
100 mg/ml Collagen (Rat tail Collagen Type I) (BD Biosciences, Deutschland)
2.2 Zytokine und Rezeptoren
IL-6 Rekombinantes, humanes IL-6 wurde nach der Methode von Ar-
cone [113] in E.coli exprimiert und freundlicherweise vom Institut
für Biochemie, RWTH Aachen, zur Verfügung gestellt.
sIL-6Rα Die lösliche Form des IL-6-Rezeptors wurde rekombinant im Bac-
ulovirus-System nach der Methode von Weiergräber [114] her-
gestellt und freundlicherweise vom Institut für Biochemie, RWTH
Aachen, zur Verfügung gestellt.
LIF murines LIF (ESGRO R©), Konzentration: 1 x 106 Units/mL (Milli-
pore, Deutschland)
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CNTF Rekombinantes CNTF aus der Ratte (Peprotech, USA)
IFN-γ Rekombinantes, humanes IFN-γ (Immunotools, Deutschland)
2.3 Antikörper
Anti-STAT3(p)Y705 polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen gegen
Tyrosin 705 phosphoryliertes STAT3 (Cell Signa-
ling, USA)
Anti-STAT3 monoklonaler Antikörper aus der Maus gegen
STAT3 (BD Transduction Laboratories, USA)
Anti-STAT3 K-15 polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen gegen
ein Epitop innerhalb der internen Region von
STAT3 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Anti-STAT1(p)Y701 polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen gegen
Tyrosin 701 phosphoryliertes STAT1 (Cell Signa-
ling, USA)
Anti-STAT1 monoklonaler Antikörper aus der Maus gegen den
N-terminalen Bereich von STAT1 (BD Transduction
Laboratories, USA)
Anti-STAT5 C-17 polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen gegen
STAT5 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Anti-GAPDH monoklonaler Antikörper aus der Maus gegen
GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Anti-GFP polyklonaler Antikörper aus der Ziege gegen GFP
und seine Derivate (Rockland Immunochemicals,
USA)
Anti-Beta-III-Tubulin monoklonaler Antikörper aus der Maus gegen
Beta-III-Tubulin (R & D Systems, USA)
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Anti-p44/42(p)Thr202/Tyr204 polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen gegen
Threonin 202 bzw.Tyrosin 204 phosphoryliertes
ERK1/2 (Cell Signaling, USA)
Anti-ERK1 polyklonaler Antikörper aus der Ziege gegen ERK1
(Santa Cruz Biotechnology, USA)
Anti-ERK2 polyklonaler Antikörper aus der Ziege gegen ERK2
(Santa Cruz Biotechnology, USA)
Anti-MAP-2 polyklonaler Antikörper aus dem Huhn gegen
MAP-2 (Abcam, UK)
Ziege-Anti-Kaninchen HRP polyklonaler Antikörper aus der Ziege gegen den
konstanten Bereich des Kaninchen-Immunglobu-
lins, konjugiert mit Meerrettichperoxidase (DAKO,
Dänemark)
Ziege-Anti-Maus HRP polyklonaler Antikörper aus der Ziege gegen den
konstanten Bereich des Maus-Immunglobulins,
konjugiert mit Meerrettichperoxidase (DAKO, Dä-
nemark)
Kaninchen-Anti-Ziege HRP polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen gegen
den konstanten Bereich des Ziegen-Immunglobu-
lins, konjugiert mit Meerrettichperoxidase (DAKO,
Dänemark)
Ziege-Anti-Maus Alexa633 polyklonaler Antikörper aus der Ziege gegen den
konstanten Bereich des Maus-Immunglobulins,
konjugiert mit Alexa 633 (Invitrogen, Deutschland)
Esel-Anti-Huhn Cy5 polyklonaler Antikörper aus dem Esel gegen den
konstanten Bereich des Huhn-Immunglobulins,
konjugiert mit Cy5 (Biomol, Deutschland)
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2.4 Plasmide
pOG44 Expressionsvektor, welcher für das Enzym Flp-
Rekombinase kodiert. Der Vektor enthält eine
Ampicillin-Resistenz und einen CMV-Promotor (Invi-
trogen, UK).
pcDNA5/FRT/TO Eukaryotischer Expressionsvektor, hybrider CMV/-
TetO2-Promotor, Tetrazyklin-regulierte Expression,
FRT(Flp recombination target)-Sequenz, Ampicillin-
Resistenz, Hygromycin-B Resistenz bei stabiler
durch das Enzym Flp-Rekombinase vermittelter Inte-
gration in genomische FRT-Sequenz (Invitrogen, UK)
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
CFP
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-CFP-Gen un-
ter der Kontrolle des CMV-Promotors steht.
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
YFP
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-YFP-Gen un-
ter der Kontrolle des CMV-Promotors steht.
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
Y705F-YFP
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-Y705F-YFP-
Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors steht.
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
Y705F-∆N-YFP
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-Y705F-∆N-
YFP-Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors
steht.
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
∆N-YFP
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-∆N-YFP-
Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors steht.
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
Y705F-∆TAD-YFP
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-Y705F-
∆TAD-YFP-Gen unter der Kontrolle des CMV-
Promotors steht.
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
R609Q-YFP
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-R609Q-YFP-
Gen unter der Kontrolle des CMV-Promoters steht.
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-
Y705F-YFP-NLS
Expressionsvektor, bei dem das STAT3-Y705F-YFP-
NLS-Gen unter der Kontrolle des CMV-Promoters
steht.
pCR(TM)3 lacZ Expressionsvektor, bei dem das β-Galaktosidase-
Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors steht.
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pGL3 α2M-Luc Expressionsvektor, bei dem das Leuchtkäfer-
Luziferase-Gen unter der Kontrolle des α2M-
Promotors steht.
2.5 Eukaryotische Zelllinien und deren Kultivierung
2.5.1 Eukaryotische Zelllinien
HepG2 Adhärent wachsende humane Hepatomzelllinie (ATCC,
USA)
Hekgp80 Adhärent wachsende humane embryonale Nierenzellli-
nie, welche die α-Rezeptorkomponente des IL-6-Rezep-
tors stabil auf der Oberfläche exprimiert (freundlicher-
weise zur Verfügung gestellt von A. Dittrich, Universität
Magdeburg, Deutschland)
T-RExTM -293 Adhärent wachsende humane embryonale Nierenzellli-
nie, die den Tet-Repressor exprimiert und eine FRT-Se-
quenz zur Herstellung von stabil transfizierten Zellen ent-
hält.
MEF ∆/∆ Adhärent wachsende murine embryonale STAT3 knock-
out Fibroblasten-Zelllinie (freundlicherweise zur Verfüg-
ung gestellt von V. Poli, Universität Turin, Italien)
MEF fl/fl Adhärent wachsende murine embryonale Fibroblasten-
Zelllinie, bei der das endogene STAT3 Gen von LoxP Se-
quenzen flankiert ist. Bei diesen Zellen handelt es sich
um die Vorläuferzellen von MEF ∆/∆ (freundlicherwei-
se zur Verfügung gestellt von V. Poli, Universität Turin,
Italien)
MEF ∆/∆-STAT3-YFP Adhärent wachsende murine embryonale STAT3 knock-
out Fibroblasten-Zelllinie, die STAT3-YFP stabil ins Ge-
nom integriert hat [70]
2.5.2 Kultivierung der eukaryotischen Zelllinien
Alle Zellen wurden bei 37◦C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5 bzw. 10% CO2
kultiviert. Die verwendeten Nährmedien und Lösungen sind anschließend beschrieben.
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Die Kulturmedien enthielten, falls nicht anders angegeben, 10% fötales Kälberserum,
60 mg/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin. Zur weiteren Subkultivierung wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und Trypsin/EDTA zum Ablösen auf die konfluent wachsen-
den Zellen in der Zellkulturschale gegeben. Nach einer Inkubation von ca. 5 Minuten bei
37◦C wurden die Zellen nach gewünschtem Dichtegrad mit frischem Medium ausgesät.
HepG2-Zellen haben die Eigenschaft Zellaggregate zu bilden. Aus diesem Grund war es
notwendig, die Zellen vor dem Aussäen mehrfach durch eine Spritze mit einer Kanüle zu
ziehen, um die Zellen zu vereinzeln.
Für die Langzeitlagerung der eukaryotischen Zelllinien wurden die Zellen wie beschrie-
ben von der Zellkulturschale abgelöst und in kaltem Medium aufgenommen, welches 10%
DMSO und 20% FKS als Endkonzentration enthielt. Die Zellen wurden anschließend in
Cryotubes aliquotiert und für 24 h bei -80◦C gelagert, bevor sie in den Stickstofftank bzw.
die -152◦C Truhe überführt wurden.
Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur
DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glucose (Gibco, Deutschland)
DMEM/F12 Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glucose (Gibco, Deutschland)
Opti-MEM Transfektionsmedium (Gibco, Deutschland)
FKS (fötales Kälberserum) (PAA, Deutschland)
Penicillin/ Streptomycin (Gibco, Deutschland)
Trypsin (0,05 %)/EDTA (0,02 %)-Lösung (Biochrom, Deutschland)
DMSO (Merck, Deutschland)
DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glucose wurde für Fibroblasten und humane embryo-
nale Nierenzellen verwendet.
DMEM/F12 Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glucose wurde für HepG2-Zellen verwendet.
PBS: 200 mM NaCl
2,5 mM KCl
8,0 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
pH 7,4
2.5.3 Murine embryonale STAT3-YFP knock-in Stammzellen
Die E14 murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden in Zusammen-
arbeit mit Valeria Poli (Universität Turin, Italien) hergestellt.
Als Ausgangsvektor diente ein von Valeria Poli erhaltener pBSK-in-Vektor mit STAT3-
Kassette. Der pBSK-in-Vektor ist ein Kassettenvektor für die Transfektion von ES-Zellen.
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Aus dem Plasmid pcDNA5/FRT/TO-STAT3-YFP wurde ein Fragment, welches für fluores-
zierendes STAT3 kodiert, mit den Restriktionsenzymen SmaI und BamHI herausgeschnit-
ten und in den pBSK-in-Vektor eingesetzt. Das eingesetzte Fragment wurde komplett se-
quenziert. Der Vektor mit STAT3-YFP wurde daraufhin, an der Universität Turin, mit Elek-
troporation in E14 murine embryonale Stammzellen transfiziert. In den Zellen wurde ein
STAT3-Allel mittels homologer Rekombination durch ein STAT3-YFP-Allel ausgetauscht.
Positive Klone wurden uns wieder zugesandt. Die heterozygoten Zellen wurden amplifi-
ziert und für die Experimente verwendet.
Neben den eben beschriebenen STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden auch STAT3-
Y705F-YFP knock-in Stammzellen hergestellt. In diesem Fall wurde der pBSK-in-Vektor
wieder mit SmaI und BamHI geöffnet. Aus dem pcDNA5/FRT/TO-STAT3-Y705F-YFP-
Vektor wurde ein für STAT3-Y705F-YFP kodierendes Fragment mit SmaI und BamHI
ausgeschnitten und in den geöffneten pBSK-in-Vektor eingesetzt. Die Transfektion der
E14-Stammzellen und die Selektion der Klone erfolgte wieder an der Universität Turin.
Alle Klonierungen wurden am Institut für Biochemie, RWTH Aachen, von Andrea Küster
durchgeführt.
2.5.4 Kultivierung der murinen embryonalen Stammzellen
Die E14 murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen bzw. die STAT3-Y705F-
YFP knock-in Stammzellen wurden bei 37◦C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit
5% CO2 kultiviert. Die verwendeten Nährmedien und Lösungen für undifferenzierte und
spontan differenzierte ES-Zellen sowie für die gerichtete neuronale Differenzierung sind
anschließend beschrieben. Zur weiteren Subkultivierung wurden die Zellen mit PBS ge-
waschen und anschließend mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale abgelöst, wobei
die Schale mit den in Kolonien wachsenden Zellen dazu mehrmals vorsichtig bei Raum-
temperatur geschwenkt wurde. Die Stammzellen wurden anschließend mit etwas Medium
in ein Falkon überführt und 5 Minuten bei 800 rpm und 4◦C zentrifugiert. Der Überstand
wurde abgesaugt, die Zellen in Medium aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe des
Casy-Zellzählers (Innovatis, Deutschland) bestimmt. Anschließend wurden jeweils
5 x 105 Zellen auf eine mit 0,2% Gelatine beschichtete 10-cm Zellkulturschale ausgesät.
Für den Erhalt der undifferenzierten ES-Zellen wurde dem Medium 1000 U/ml rekombi-
nantes murines LIF zugesetzt.
Für die Ausbildung von embryoid bodies (EBs) wurden ca. 3 x 106 undifferenzierte ES-
Zellen auf speziellen Kulturschalen, auf denen kein adhärentes Wachstum möglich war,
in Differenzierungsmedium ohne LIF ausgesät.
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Nährmedien und Lösungen
Medium für undifferenzierte ES-Zellen:
250 ml DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glucose (Gibco Nr. 41965, Deutschland)
37,5 ml FKS (fötales Kälberserum) (15 %) (PAA, Deutschland)
2,5 ml MEM (non-essential aminoacids) (Gibco Nr.11140-035, Deutschland)
2,5 ml Natrium-Pyruvat (1 mM) (Gibco Nr.111360-039, Deutschland)
2,5 ml Penicillin/ Streptomycin (Gibco Nr.15070-022, Deutschland)
2,5 ml L-Glutamin (Gibco Nr. 25030-024, Deutschland)
2,5 ml β-Mercaptoethanol (10 mM) (Merck, Deutschland)
Das Medium mit den Zusätzen mischen und steril filtrieren (Vakuum-Saugflasche).
Für undifferenzierten Zell-Zustand 1000 U/ml murines LIF frisch ins Medium geben.
Medium für differenzierte ES-Zellen:
250 ml DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glucose (Gibco Nr. 41965, Deutschland)
25 ml FKS (fötales Kälberserum) (10 %) (PAA, Deutschland)
2,5 ml MEM (non-essential aminoacids) (Gibco Nr.11140-035, Deutschland)
2,5 ml Natrium-Pyruvat (1 mM) (Gibco Nr.111360-039, Deutschland)
2,5 ml Penicillin/ Streptomycin (Gibco Nr.15070-022, Deutschland)
2,5 ml L-Glutamin (Gibco Nr. 25030-024, Deutschland)
2,5 ml β-Mercaptoethanol (10 mM) (Merck, Deutschland)
Zum Ablösen der Zellen von der Platte:
Trypsin (0,05 %)/EDTA (0,02 %)-Lösung (Biochrom, Deutschland)
Zum Waschen der Zellen:
PBS: 200 mM NaCl
2,5 mM KCl
8,0 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
pH 7,4
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2.5.5 Neuronale Differenzierung der murinen embryonalen Stammzellen
Für die gerichtete neuronale Differenzierung der murinen embryonalen STAT3-YFP knock-
in Stammzellen wurden spezielle Kulturmedien verwendet. Das Protokoll wurde uns freun-
dlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Martin Zenke zur Verfügung gestellt und in
wenigen Schritten modifiziert.
Für die Differenzierung wurden im ersten Schritt ca. 3 x 106 undifferenzierte Stammzellen
als Monolayer auf eine 10-cm Zellkulturschale ausgesät und für 2-3 Tage kultiviert. Da-
bei verwendete man für die Zellen ein Gemisch aus DMEM/F-12 mit N2-Supplement und
Neurobasal-Medium mit B27-Supplement. Als nächstes wurden die Zellen trypsinisiert
und auf spezielle Kulturschalen überführt, auf denen kein adhärentes Wachstum mög-
lich war. Es kommt zur Ausbildung von EBs (embryoid bodies), welche hier aber als NBs
(neuronal bodies) bezeichnet wurden. Bei dem verwendeten Medium handelte es sich
um Neurobasal-Medium A mit zugesetztem murinem EGF und bFGF. Die Kultivierung
erfolgte 3-4 Tage, wobei die entstandenen NBs zwischendurch nochmal auf eine neue
Zellkulturschale mit frischem Medium überführt wurden. Nach dem genannten Zeitraum
wurden die Zellen auf mit Collagen beschichtete coverslips oder Kulturschalen ausgesät.
Die Zellen wurden mindestens 4 Wochen weiter kultiviert und nicht mehr gesplittet. Alle
3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Von den unterschiedlichen Differenzierungsstadien
der Zellen wurden Aufnahmen am Evos-Mikroskop (AMG, USA) gemacht.
Nährmedien für die neuronale Differenzierung
Medium für die Kultivierung der Stammzellen als Monolayer :
24,25 ml DMEM/F-12 (Gibco, Deutschland)
0,25 ml N2-Supplement (100x) (Gibco Nr.17502-048, Deutschland)
24,25 ml Neurobasal-Medium (Gibco Nr. 21103-049, Deutschland)
0,5 ml B27-(serum-Free)-Supplement (Gibco Nr. 17504-044, Deuschland)
0,5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco Nr.15070-022, Deutschland)
0,5 ml L-Glutamin (Gibco Nr. 25030-024, Deutschland)
Medium für die Kultivierung der NBs und Neuronen:
48,5 ml Neurobasal-Medium A (Gibco Nr. 10888-022, Deutschland)
0,5 ml N2-Supplement (100x) (Gibco Nr.17502-048, Deutschland)
5 µl mEGF (10 ng/µl) (Immunotools, Deutschland)
5 µl bFGF (10 ng/µl) (Immunotools, Deutschland)
0,5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco Nr.15070-022, Deutschland)
0,5 ml L-Glutamin (Gibco Nr. 25030-024, Deutschland)
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Das Medium mit den Zusätzen mischen und steril filtrieren.
2.5.6 Nachweis der alkalischen Phosphatase-Aktivität in Stammzellen
Der undifferenzierte Zustand von embryonalen Stammzellen konnte aufgrund der al-
kalischen Phosphatase-Aktivität in den Zellen nachgewiesen werden. Undifferenzierte
Stammzellen weisen einen höheren Expressionslevel und somit eine stärkere Aktivität
der alkalischen Phosphatase im Vergleich zu bereits differenzierten Stammzellen auf.
Durch Zugabe eines Substrates erfolgt aufgrund der Aktivität des Enzyms eine Farb-
reaktion. Anhand des Färbegrades bzw. der Intensität der Farbe kann etwas über den
Differenzierungszustand der Zellen ausgesagt werden.
Die Durchführung erfolgte mit dem Alkaline Phosphatase Detection Kit (Millipore, USA).
Für den Nachweis wurden murine embryonale Stammzellen auf 6-well-Platten ausgesät
und für 48 h in Ab- bzw. Anwesenheit von LIF kultiviert. Anschließend erfolgte die Fixie-
rung der Zellen und die Anfärbung mit Hilfe des Kits. Von den angefärbten Zellen wurden
mit der AxioCam am Mikroskop LSM 510 (Carl Zeiss, Deutschland) Aufnahmen gemacht.
2.6 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung
Prokaryotische Zellen wurden zur Vervielfachung von Vektoren eingesetzt. In diesem Fall
handelte es sich um den Bakterienstamm E.coli JM83 oder XL10. Die Kultivierung der
Bakterien erfolgte in LB-Medium, welches je nach Vektor mit dem entsprechenden Se-
lektionsmarker versetzt wurde, z.B. Ampicillin oder Kanamycin. Die Anzucht erfolgte im
Schüttelkolben bei 37◦C. Zur längerfristigen Lagerung wurden die Bakterienkulturen mit
20% Glycerin versetzt und bei -80◦C gelagert.
LB-Flüssigmedium: 5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
10 g/l Trypton
2.7 Präparation von Plasmid-DNS
2.7.1 Präparation von Plasmid-DNS im großen Maßstab
Für die Präparation von Plasmid-DNS im großen Maßstab wurden 250 ml LB-Medium,
welches mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt war, mit rekombinanten Bakterien
des gewünschten Glyzerolstocks (bei -80◦C gelagert) angeimpft. Die Kultur wurde über
Nacht bei 37◦C geschüttelt. Die Präparation erfolgte mit Hilfe des QIAGEN Hispeed Plas-
mid Maxi Kits (QIAGEN, Deutschland) nach Herstellerangaben. Die isolierte DNS wurde
in Merck-Wasser aufgenommen und die Konzentration bestimmt.
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2.7.2 Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration
Die Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration erfolgte mit Hilfe des ND-1000 Spec-
trophotometers der Firma NanoDrop Technologies (Wilmington, USA). Dabei wurde die
Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt. Die Reinheit konnte durch den
Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt werden.
2.8 Nachweis von Proteinen
2.8.1 Transiente Transfektion
Die transiente Transfektion von Zellen erfolgte mittels TransIT-LT1-Transfektionsreagenz
(Mirus, USA). Dabei wurde im ersten Schritt ca. 500 µl vorgewärmtes Opti-MEM-Trans-
fektionsmedium in einem Reaktionsgefäß vorgelegt und mit dem Transfektionsreagenz
gemischt. Die einzusetzende Menge Transfektionsreagenz richtete sich nach der Menge
der zu transfizierenden DNS, wobei man die 2-3-fache Menge Transfektionsreagenz be-
zogen auf die einzusetzende DNS verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten
bei Raumtemperatur wurden maximal 5 µg Plasmid-DNS hinzugefügt. Nach vorsichtigem
Mischen und einer erneuten Inkubationszeit von 20 Minuten wurde der komplette Reakti-
onsansatz direkt ins Medium zu den Zellen auf eine 10 cm-Zellkulturschale getropft. Die
Zellen konnten nach 24-48 h untersucht werden.
Bei der transienten Transfektion von HepG2-Zellen wurden die Zellen während der Trans-
fektion in Opti-MEM-Transfektionsmedium kultiviert. Als Transfektionsreagenz wurde Li-
pofektamin 2000 (Invitrogen, Deutschland) verwendet. Die Vorgehensweise entspricht
der oben beschriebenen Durchführung mit TransIT-LT1. Der Transfektionsansatz wurde
für 5 h zu den Zellen gegeben. Nach der Inkubationszeit erfolgte ein Mediumwechsel auf
DMEM/F12-Medium.
2.8.2 Stabile Transfektion
Für die stabile Transfektion von induzierbaren T-RExTM -293-Zellen wurde das Flp-InTM
System (Invitrogen, UK) verwendet. Im Genom der Zellen befindet sich der stabil in-
tegrierte Vektor pcDNA6/TR, welcher für eine konstitutive Expression des Tetrazyklin-
Repressors verantwortlich ist. Die Zellen besitzen eine FRT(Flp recombination target)-
Sequenz und weisen eine Blasticidin- und Zeozin-Resistenz auf. Für die stabile Trans-
fektion der Zellen muss die DNS des gewünschten Proteins in die MCS (multiple clo-
ning site) des Vektors pcDNA5/FRT/TO kloniert werden. Der Vektor enthält ebenfalls
eine FRT-Sequenz. Die Ko-Transfektion des pcDNA5/FRT/TO-Vektors mit dem pOG44-
Vektor, welcher für die Flp-Rekombinase kodiert, führt mittels homologer Rekombination
zur stabilen Integration des Konstrukts in die genomische FRT-Sequenz. Beim Einbau der
Fremd-DNS in das Genom der Zellen erfolgt die Zerstörung der Zeozin-Resistenz, jedoch
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erhalten die Zellen eine Hygromycin-B Resistenz. Die Selektion der positiven Klone be-
ruht demzufolge nur noch auf der vorhandenen Blasticidin- und Hygromycin-B Resistenz,
wobei die Selektion durch Zugabe von 15 µg/ml Blasticidin und 250 µg/ml Hygromycin-B
ins Kulturmedium erfolgte. Die Expression des gewünschten Proteins wurde in den Zellen
nach Doxyzyklin-Zugabe (Sigma-Aldrich, Deutschland), einem Tetrazyklin-Derivat, getes-
tet und positive Klone wurden für die jeweiligen Experimente verwendet.
Antibiotika für die Selektion: Blasticidin (Invitrogen, Deutschland)
Zeozin (Invitrogen, Deutschland)
Hygromycin-B (PAA, Deutschland)
2.8.3 Herstellung von Zell-Lysaten
Für die Herstellung von Zell-Lysaten wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlie-
ßend mit kaltem RIPA-Lysispuffer und frisch hinzugefügten Protease-Inhibitoren versetzt.
Die Menge des Lysispuffers richtete sich nach der vorhandenen Zelldichte. Die Zellen
wurden mit einem Zellschaber abgelöst und mit Hilfe einer Pipette in Reaktionsgefäße
überführt. Die Ansätze wurden 30 Minuten auf Eis gestellt. Dies diente zur Lyse der Zel-
len. Anschließend wurden die Zellen kurz gemischt und bei 13000 rpm für 10 Minuten bei
4◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde in neue Reaktionsgefäße überführt. Die Lagerung
erfolgte bei -20◦C.
RIPA-Lysispuffer: 50 mM Tris/HCl, pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM EDTA
0,5 % NP-40
1 mM NaF
15 % Glycerol
Protease-Inhibitoren: 1 mM Na-Vanadat
0,5 mM EDTA
0,25 mM PMSF
5 µg/ml Aprotinin
1 µg/ml Leupeptin
2.8.4 Bradford-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration
Der Bradford-Test eignet sich zur Konzentrationsbestimmung von gelösten Proteinen. Da-
bei wurde das Bradford-Reagenz (Bio-Rad, Deutschland) im Verhältnis 1:5 mit Millipore-
Wasser gemischt. Als Referenzwert diente ein Ansatz ohne Zugabe von Zell-Lysaten. Im
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Falle der Lysate wurden je 3 µl der Proben mit 997 µl gemischtem Bradford-Reagenz
versetzt. Die Inkubationszeit betrug 5 Minuten bei Raumtemperatur. Anschließend er-
folgte die Konzentrationsbestimmung mittels eines Photometers bei einer Wellenlänge
von 595 nm in einer Einmalküvette. Die Massenkonzentration wurde anhand einer BSA-
Eichgeraden ermittelt.
2.8.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Die Methode der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Lämmli wurde zur Auftren-
nung von Proteingemischen im elektrischen Feld unter denaturierenden Bedingungen
angewendet. Die Proben wurden dazu mit 4x-Lämmli-Puffer versetzt und 5 Minuten bei
95◦C denaturiert. Die Ansätze wurden anschließend nach einem kurzen Zentrifugations-
schritt auf das Gel aufgetragen, welches sich in einer vertikalen Flachgelkammer befand.
In der Regel verwendete man 10%-ige Trenngele und 3%-ige Sammelgele. Die Elek-
trophorese erfolgte bei einer Gelgröße von 11x5,5 cm bei Raumtemperatur mit einer
Stromstärke von 35 mA. Als Größenstandard dienten die Precision Protein Dual Color
Standards (Bio-Rad, Deutschland) und PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermen-
tas, Deutschland).
4x-Lämmli-Probenpuffer: 40 % Glycerin
8 % SDS
250 mM Tris/HCl, pH 6,8
0,4 % Bromphenolblau
10 % β-Mercaptoethanol
10%-ige Trenngele (2x): 5,9 ml Aqua dest.
4,9 ml Acrylamidlösung
3,8 ml 1,5 M Tris/HCl, pH 6,8
75 µl 20% SDS
15 µl TEMED
75 µl APS
3%-ige Sammelgele (2x): 4 ml Aqua dest.
635 µl Acrylamidlösung
313 µl 2 M Tris/HCl, pH 6,8
25 µl 20% SDS
5 µl TEMED
40 µl APS
SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris-Base
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192 mM Glycin
0,1 % SDS
2.8.6 Westernblot
Die mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden zur Detektion im Western-
Blot-semi-dry -Verfahren auf eine PVDF-Membran (Pall Corporation, Deutschland) über-
tragen.
Die PVDF-Membran wurde zusammen mit drei Whatman-Filterpapieren (Stärke: 3 mm)
auf die Gelgröße zugeschnitten. Die Membran wurde kurz in Methanol vorequilibriert,
gewässert und für 15 Minuten in Anodenpuffer II getaucht. 1 Whatman-Papier wurde in
Anodenpuffer I getränkt, 1 Papier in Anodenpuffer II und 1 Whatman-Papier in Kathoden-
puffer. Das Trenngel wurde kurze Zeit in Kathodenpuffer getränkt. Der Aufbau erfolgte
nach folgendem Schema:
1. Anode
2. Filterpapier getränkt in Anodenpuffer I
3. Filterpapier getränkt in Anodenpuffer II
4. PVDF-Membran getränkt in Anodenpuffer II
5. Trenngel getränkt in Kathodenpuffer
6. Filterpapier getränkt in Kathodenpuffer
7. Kathode
Die eben beschriebenen Komponenten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die Über-
tragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 0,8 mA/cm2 für ca. 1 h.
Anodenpuffer I: 0,3 M Tris-Base
pH 10,4
Anodenpuffer II: 25 mM Tris-Base
pH 10,4
Kathodenpuffer: 25 mM Tris-Base
40 mM -Aminocapronsäure
0,01 % SDS
pH 9,4
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2.8.7 Immundetektion
Die auf die PVDF-Membran übertragenen Proteine konnten über eine Immundetektion
identifiziert werden. Die Membran wurde nach dem Blotten für 45 Minuten in eine 10%-ige
BSA/TBS-N-Lösung (bovines serum albumin, Serva, Deutschland) getaucht. Dies diente
dazu, die unspezifischen Bindestellen auf der Membran zu blockieren.
Die Zugabe des Erstantikörpers erfolgte für mindestens 1h, meist aber über Nacht un-
ter gleichmäßigem schütteln. In der Regel wurde der Erstantikörper 1:1000 mit TBS-N
verdünnt. Die Membran wurde anschließend 3x 10 Minuten mit TBS-N gewaschen und
es folgte die Zugabe des Sekundärantikörpers, welcher mit der Meerrettichperoxidase
konjugiert war. Der Sekundärantikörper wurde meist in der Verdünnung 1:2000 für 45
Minuten hinzugegeben. Nach erneuten Waschschritten mit TBS-N konnten die entstan-
denen Protein-Antikörperkomplexe auf der Membran mittels ECL (enhanced chemilumi-
nescence, Millipore Corporation, USA) detektiert werden. Hierfür wurde die Membran für
ca. 1-5 Minuten in die ECL-Lösung getaucht und anschließend luftblasenfrei in Folie ein-
gepackt. Die Detektion erfolgte digital mit Hilfe des LAS-4000 Mini-Imaging Systems von
Fujifilm.
TBS-N: 20 mM Tris/HCl, pH 7,6
140 mM NaCl
0,1 % Nonidet P40
2.8.8 Strippen von Westernblots
Nach dem erstmaligen Detektieren der PVDF-Membran konnte diese für weitere Detek-
tionsschritte mit anderen Erstantikörpern genutzt werden. Hierfür tauchte man die Mem-
bran für 30 Minuten in stripping-Puffer, welcher mit β-Mercaptoethanol (76 µl/10 ml Puf-
fer) versetzt wurde. Die Inkubation erfolgte bei 70◦C. Dieser Schritt diente zum Ablösen
bzw. Entfernen der vorhandenen Immunkomplexe.
Die Membran wurde anschließend 2x 10 Minuten mit TBS-N gewaschen und dann wie
unter Immundetektion beschrieben erneut mit einer 10%-igen BSA-Lösung blockiert. Da-
nach erfolgte die Zugabe des Erstantikörpers.
stripping-Puffer: 62,5 mM Tris/HCl, pH 7,6
2 % SDS
2.8.9 Immun-Präzipitation (IP) mit Sepharose
Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurden (Ko-)Immun-Präzipitationen mit
Sepharose durchgeführt. Dabei wurde entweder 4 mg/ Ansatz Protein-A-Sepharose (GE
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Healthcare, Deutschland) oder 30 µl/ Ansatz Protein-G-Sepharose (Amersham Bioscien-
ces, UK), welche bereits in Ethanol suspendiert ist, verwendet. Protein-A-Sepharose
musste vor Gebrauch 15 Minuten in 100 µl PBS/ Ansatz bei 4◦C im Überkopfschütt-
ler quellen. Anschließend wurde die Sepharose 3x mit 100 µl PBS/ Ansatz gewaschen,
wobei die Ansätze bei 2000 rpm für 2 Minuten bei 4◦C zentrifugiert und der Überstand
jeweils entfernt wurde. Im nächsten Schritt wurde der gewünschte Antikörper an die Se-
pharose gekoppelt. Dabei verwendete man 1-2 µg Antikörper/ Ansatz in 100 µl PBS/
Ansatz. Die Kopplung des Antikörpers an die Sepharose erfolgte über Nacht bei 4◦C im
Überkopfschüttler. Am nächsten Tag wurde die Sepharose wieder 3x mit 100 µl PBS/ An-
satz gewaschen. Die Sepharose wurde anschließend in 100 µl Frackelton-Puffer/ Ansatz
aufgenommen und zu den Zell-Lysaten gegeben. Die Zell-Lysate wurden in Frackelton-
Puffer mit Protease-Inhibitoren hergestellt. Die Zell-Lysate inkubierten mit der Sepharose
und dem gebundenen Antikörper über Nacht bei 4◦C im Überkopfschüttler. Am darauf-
folgenden Tag wurden die Ansätze bei 2000 rpm für 2 Minuten bei 4◦C zentrifugiert und
3x mit PBS gewaschen. Nach dem letzten waschen wurde der Überstand gut entfernt
und die Proben mit 12 µl 4x-Lämmli-Puffer versetzt, 5 Minuten bei 95◦C denaturiert und
abschließend 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Proben wurden auf 10%-ige Po-
lyacrylamidgele aufgetragen.
Frackelton-Puffer: 10 mM Hepes, pH 7,5
50 mM NaCl
30 mM Natriumpyrophosphat
50 mM NaF
5 µM ZnCl2
auf pH 7,05 einstellen
0,2 % Triton X 100
10 % Glycerol
2.8.10 Peptid-Präzipitation
Für die Peptid-Präzipitation wurden 6 µl 0,5 mM biotinyliertes Peptid mit 10 µl Neutravidin-
Sepharose (Pierce, USA) in 300 µl PBS/ Ansatz gemischt und für 1 h bei 4◦C im Über-
kopfschüttler inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze 2x mit storage-Puffer gewa-
schen. Dabei wurden die Proben leicht geschwenkt und für 1 Minute bei 13000 rpm
und 4◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt. Im nächsten Schritt inkubierte man
250 µg Zell-Lysat in 500 µl Endvolumen mit der Sepharose und dem gekoppeltem Pep-
tid. Die Zell-Lysate wurden in storage-Puffer mit Protease-Inhibitoren hergestellt. Die In-
kubation erfolgte über Nacht bei 4◦C im Überkopfschüttler. Am nächsten Tag wurden die
Ansätze 3x mit storage-Puffer gewaschen. Dabei wurden die Ansätze jeweils 10 Minuten
im Überkopfschüttler gemischt und anschließend 1 Minute bei 13000 rpm und 4◦C zentri-
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fugiert. Danach wurde jeweils 15 µl 2x-Lämmli-Puffer zu den Proben gegeben, gemischt,
5 Minuten bei 95◦C denaturiert und auf ein 10%-iges Polyacrylamidgel aufgetragen.
storage-Puffer: 150 mM NaCl
50 mM Tris/HCl, pH 7,5
0,1 mM EDTA
10 % Glycerin
0,5 % Nonidet P40
Phosphoryliertes gp130 Peptid: biotin-βA-TVVHSGY(767)RHQV-PSV
2.9 Nachweis der STAT-DNS-Bindung im Elektrophoretischen
Mobilitätsshift Assay (EMSA)
2.9.1 Herstellung von Kernextrakten
Für die Herstellung von Kernextrakten wurden die Zellen auf 6 bzw.10 cm-Schalen aus-
gesät. Nach 24-48 h wurden die Zellen zweimal mit PBS/Na-Vanadat gewaschen und mit
je 400-500 µl PBS/Na-Vanadat (je nach Größe der Zellkulturschale) versetzt, mit einem
Zellschaber abgelöst und in ein Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurden die Zel-
len vorsichtig zentrifugiert (10 Sekunden bei 13000 rpm) und der Überstand verworfen.
Das Schwellen der Zellen und Aufbrechen der Plasmamembran erfolgte durch Zugabe
von je 200-400 µl hypotonem Puffer A, in welchem die Zellen resuspendiert wurden.
Die Zellen wurden 10 Minuten auf Eis inkubiert und 10 Sekunden gemischt. Anschlie-
ßend erfolgt ein erneuter Zentrifugationsschritt (10 Sekunden bei 13000 rpm), worauf der
Überstand verworfen wurde.
Das Aufbrechen der Zellkerne erfolgte durch Zugabe von je 50-100 µl Puffer C, in wel-
chem die Kerne resuspendiert wurden. Die Lösung wurde 20 Minuten auf Eis gestellt
und dann für 2 Minuten bei 13000 rpm und 4◦C zentrifugiert. Dies diente zum Entfer-
nen des Kerngerüstes. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Test bestimmt (siehe Abschnitt 2.8.4).
PBS/Na-Vanadat: 100 µl Stocklsg (100 mM)/100 ml PBS
Puffer A: 10 mM Hepes/KOH, pH 7,9
1,5 mM MgCl2
10 mM KCl
0,2 mM PMSF
0,5 mM DTT
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1 mM Na-Vanadat
Puffer C: 20 mM Hepes/KOH, pH 7,9
420 mM NaCl
1,5 mM MgCl2
0,2 mM EDTA
25 % Glycerol
0,2 mM PMSF
0,5 mM DTT
1 mM Na-Vanadat
2.9.2 Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNS-Sonden
Bei der doppelsträngigen DNS handelte es sich um die m67SIE-DNS-Sonde, welche Bin-
destellen für sowohl STAT1 als auch STAT3 enthält. Die radioaktive Markierung der dop-
pelsträngigen DNS-Sonde erfolgte durch Auffüllen der überstehenden Enden der DNS
mittels Klenow-Enzym und [α32P]-dATPs. Der Reaktionsansatz wurde für 30 Minuten
bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden die freien Nukleotide mit dem Qiaquick Nucleo-
tide Removal Kit (QIAGEN, Deutschland) abgetrennt und die eingebaute Radioaktivität
im Szintillations-Zähler bestimmt.
2.9.3 Elektrophoretischer Mobilitätsshift Assay (EMSA)
Die Kernextrakte wurden auf eine Konzentration von 5 µg Proteinmenge in 9,5 µl End-
volumen eingestellt. Zu diesem Ansatz pipettierte man 10,5 µl Probencocktail mit 10000-
15000 cpm der radioaktiv markierten DNS. Es folgte eine Inkubation von 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Proben wurden anschließend auf ein 4,5%-iges Polyacrylamid-Gel
aufgetragen, welches bereits 30 Minuten bei 200 V vorgelaufen war. Der verwendete
Laufpuffer (0,25% TBE) wurde kontinuierlich bis zum Erreichen einer Lauffront der unte-
ren dunklen Markerbande von 12 cm mit Hilfe einer Pumpe umgewälzt. Danach wurde
die Pumpe ausgeschaltet. Das Gel lief weiter, bis die obere hellblaue Markerbande eine
Laufstrecke von 9,5 cm erreicht hatte. Anschließend wurde das Gel 15 Minuten in 10%
Methanol/10% Essigsäure fixiert, auf 3 mm starkes Filterpapier gelegt und unter Vakuum
getrocknet. Die Exposition erfolgte durch Auflegen des Geles auf einen Phospho-Screen
über Nacht und der Detektion am Typhoon-Scanner (GE Healthcare, Deutschland).
Gellösung (4,5 %): 6,75 ml 40% Acrylamid-Lösung (19:1)
3 ml 5x TBE-Puffer
4,5 g Glycerol
200 µl APS
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40 µl TEMED
47,75 ml Millipore-Wasser
5x TBE-Puffer: 1 M Tris
830 mM Borsäure
10 mM EDTA
pH 8,3
Probencocktail (1x): 2 µl 1% BSA-Lösung
4 µl 5x Gelshift-Puffer
0,2 µl DTT (0,5 M)
0,2 µl PMSF (200 mM)
1 µl Poly (dI-dC) (1 mg/ml)
2,1 µl H2O
5x-Gelshift-Puffer: 50 mM Hepes/KOH, pH 7,8
5 mM EDTA
25 mM MgCl2
50 % Glycerin
2.10 Nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Blue Native-PAGE)
Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen unter nicht-denaturierenden Bedingun-
gen wurden Blue Native-PAGES durchgeführt. Für die elektrophoretische Auftrennung
der nativen Proteine oder Proteinkomplexe wurde das NativePAGETMNovex R©Bis-Tris
Gelsystem (Invitrogen, UK) verwendet. Die Zell-Lysate wurde mit dem NativePAGETM
Sample Prep Kit (Invitrogen, UK) hergestellt. Als Detergenz wurde 10%-iges DDM (n-
Dodecyl-β-Maltosid) in einer Endkonzentration von 1% verwendet. Die Zell-Lysate wur-
den mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 gemischt. Der negativ geladene
Farbstoff überdeckt die Eigenladung der Proteine, wodurch eine gerichtete Wanderung
der Proteine im elektrischen Feld des Gels möglich ist. Die dreidimensionale Konformati-
on der Proteine oder Proteinkomplexe wird dabei nicht zerstört. Die Elektrophorese wurde
mit dem XCell SureLockTMMini-Cell-System (Invitrogen, UK) durchgeführt. Dabei wur-
den 4-16%-ige Gradientengele verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte
über Nacht bei einer Spannung von 50 V und einer Temperatur von 4◦C. Die Detektion
der Gele erfolgte am nächsten Morgen mit dem Typhoon-9410 Fluoreszenz-Scanner der
Firma GE Healthcare (Deutschland). Durch eine gezielte Anregung von Fluoreszenzen
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konnten fluoreszierende Fusionsproteine im Gel sichtbar gemacht werden.
Typhoon-Einstellungen: Anregungslaser: 488 nm
Emissionsfilter: 515-555 nm BP-Filter
PMT: U= 600 V
Sensitivität: normal
Pixel-Größe: 200 µm
2.11 Reportergen-Analyse
Mittels Reportergen-Analysen wurde der Einfluss von Proteinen auf die Genexpression
in der Zelle untersucht. Für die Messung mussten die Zellen mit einem Vektorkonstrukt,
welches aus einem Reportergen und einem davor gelagerten Promotor besteht sowie
einem Kontrollvektor, der als interner Standard diente, ko-transfiziert werden. In diesem
Fall handelte es sich bei dem Reportergen um die Leuchtkäfer-Luziferase. Die Zellen
wurden 24 h nach der Transfektion stimuliert und die Genexpression in den Zellen unter-
sucht. Die Stärke der Expression der Leuchtkäfer-Luziferase ist dabei ein Anhaltspunkt
für die genregulatorische Eigenschaft des zu untersuchenden Proteins. Die Transfektion
des Kontrollvektors als internen Standard diente dazu, eventuell auftretende Schwankun-
gen der Messwerte, welche z.B. durch die Transfektionseffizienz oder durch die Zellzahl
bedingt sind, zu korrigieren. In diesem Fall wurde als interner Standard ein Vektorkon-
strukt verwendet, welches die dauerhafte Expression von β-Galaktosidase bewirkt.
2.11.1 Transfektion der Zellen für eine Reportergen-Analyse
Für die Reportergen-Analyse wurden HepG2-Zellen verwendet. Dabei wurden jeweils
3 x 105 Zellen pro well auf eine 6-well-Platte ausgesät. Die Zellzahl wurde mit dem
Casy-Zellzähler (Innovatis, Deutschland) bestimmt. Pro 6-well Platte wurden 1 µg β-
Galaktosidase-Konstrukt und 0,3 µg Vektor, bestehend aus Promotor und dem Reporter-
gen, in die Zellen ko-transfiziert. In diesem Fall diente als Promotor der leberspezifische
α2M-Promotor. Des Weiteren wurden verschiedene Mutanten von STAT3-Y705F-YFP in
unterschiedlichen Konzentrationen sowie ein Leervektor (pcDNA5/FRT/TO) als Kontrolle
in die Zellen transfiziert. Die Transfektion erfolgte mit Lipofektamin 2000, wie in Abschnitt
2.8.1 beschrieben.
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2.11.2 Herstellung von Zell-Lysaten für eine Reportergen-Analyse
Nach Stimulation der Zellen wurden Zell-Lysate hergestellt (Abschnitt 2.8.3). Dabei lysier-
te man die Zellen in 200 µl Extraktionspuffer. Die Zell-Lysate wurden für die Luziferase-
Messung sowie für die β-Galaktosidase-Messung verwendet.
Extraktionspuffer: 5 mM Tris/H3PO4, pH 7,8
0,4 mM EDTA
2 % Glycerin
0,2 % Triton X 100
0,1 % DTT
2.11.3 Luziferase-Messung
Für die Luziferase-Messung wurden 10 µl Zell-Lysat in eine 96-well-Platte pipettiert. Di-
rekt vor der Messung wurden jeweils 50 µl Luziferase-Substrat (Promega, USA) zu den
Lysaten gegeben und die Stärke der Luziferase-Expression mit dem Luminometer Micro-
lumat 96 P (EG + G Berthold, Deutschland) gemessen.
2.11.4 β-Galaktosidase-Messung
Für die Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität wurden 100 µl ONPG und 500 µl β-
Galaktosidase-Puffer in einem Reaktionsgefäß vorgelegt. Anschließend gab man 100 µl
Zell-Lysat zu dem Gemisch. Als Referenz verwendet man einen Ansatz ohne Zell-Lysat.
Die Proben inkubierten anschließend bei 37◦C so lange, bis eine deutliche Gelbfärbung
der Ansätze sichtbar wurde. Die Reaktion wurde mit 250 µl Na2CO3 (1 M) gestoppt. Die
Messung der β-Galaktosidase-Aktivität erfolgte am Photometer bei einer Wellenlänge
von 420 nm.
β-Galaktosidase-Puffer: 60 mM Na2HPO4
40 mM NaH2PO4
1 mM KCl
1 mM MgCl2
3,86 ml/l β-Mercaptoethanol
2.12 Real-time PCR
Zum Nachweis der Gen-Expression auf RNA-Ebene wurde die real-time PCR durchge-
führt. Dabei kann man unter Verwendung interkalierender, fluoreszierender Farbstoffe
(z.B. SyberGreen) oder wie in unserem Fall mittels Sonden die Amplifikation von in cDNA
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umgeschriebene RNA über die Zeit verfolgen. Das messbare Fluoreszenzsignal ist dabei
proportional zur vorhandenen cDNA und erlaubt Rückschlüsse auf die Expression des zu
untersuchenden Gens auf Grund der in der Zelle vorliegenden RNA.
2.12.1 RNA-Isolation
Für die RNA-Isolation wurden jeweils 3 x 105 Zellen pro well auf eine 6-well-Platte aus-
gesät. Nach 48 h Inkubation der Zellen und anschließender Stimulation erfolgte die Iso-
lation der RNA mit Hilfe des Rneasy Mini Kits (QIAGEN, Deutschland) nach Angaben
des Herstellers. Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA erfolgte am ND-1000
Spectrophotometer der Firma NanoDrop Technologies (Wilmington, USA) bei einer OD
von 260 nm.
2.12.2 cDNA-Synthese
Für das Umschreiben der isolierten RNA in cDNA verwendete man das Omniscript-RT-
PCR-Kit (QIAGEN, Deutschland). Dabei wurde 500-1000 ng RNA in 10 µl RNAse-freiem
Wasser in einem PCR-Gefäß vorgelegt und anschließend 10 Minuten bei 65◦C dena-
turiert. Im nächsten Schritt wurde zu jedem Ansatz 10 µl Master-Mix hinzugefügt. Die
cDNA-Synthese erfolgte bei 37◦C für 1h. Die hergestellte cDNA wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20◦C gelagert.
Master-Mix: 1x Puffer RT
2 mM dNTPs
1 µM random primer
4 U reverse Transkriptase
ad 10 µl RNAse-freies Wasser
2.12.3 TaqMan R© PCR
Zum Nachweis der cDNA-Amplifikation über die Zeit wurden spezielle Sonden für das
Zielgen sowie für ein Referenzgen verwendet. In diesem Fall handelte es sich bei dem
Zielgen um SOCS3 und bei dem Referenzgen um HPRT. Die Sonden wurden von App-
lied Biosystems (USA) bezogen.
Sonden:
humanes SOCS3 Katalognummer: Hs00269575-s1
humanes HPRT Katalognummer: Hs99999909-m1
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Der für den PCR-Lauf verwendete Master-Mix wurde mit Hilfe eines Pipettierroboters
(QIAGEN, Deutschland) hergestellt. Jede Probe wurde dabei im Duplikat gemessen. Die
Messung erfolgte mit einem Rotorgene (QIAGEN, Deutschland).
Master-Mix: 10 µl qPCR MasterMix Plus (Eurogentec)
1 µl Sonden/Primer-Mix
2 µl cDNA
ad 20 µl RNAse-freies Wasser
PCR-Programm:
50◦C 2´ UDG-Inkubation
95◦C 10´ Enzymaktivierung
95◦C 15´´ Denaturierung
60◦C 1´ Anlagerung der Primer
Die letzten beiden PCR-Schritte, d.h. die Denaturierung und die Anlagerung der Primer,
erfolgten 40 Zyklen lang.
Die Zyklenzahl (CT), bei der das Fluoreszenzsignal der Probe die Hintergrundfluoreszenz
übersteigt, wurde bestimmt. Die CT-Werte der Proben wurden dabei mit dem CT-Wert
des Referenzgens (Housekeeping-Gen) normalisiert. Die Auswertung erfolgte nach Pfaffl
[115].
2.13 Konfokale Mikroskopie
Die mikroskopischen Aufnahmen in dieser Arbeit wurden mit dem konfokalen Laser-
scanning-Mikroskop des Types LSM 510 Meta sowie dem LSM 710 der Firma Zeiss (Carl
Zeiss, Deutschland) erstellt. Das Mikroskop LSM 510 Meta verfügt über einen Argon-
Laser, welcher Fluoreszenzfarbstoffe mit den Wellenlängen 458 nm, 488 nm und 514 nm
anregen kann. Zusätzlich stand noch ein Helium-Neon-Laser zur Verfügung, welcher mit
der Wellenlänge 543 nm anregt.
Das Mikroskop LSM 710 verfügt ebenfalls über einen Argon-Laser für die Wellenlängen
458 nm, 488 nm und 514 nm sowie über einen DPSS (diode pumped solid state)-Laser
für die Wellenlänge 561 nm. Zusätzlich besitzt dieses Mikroskop noch einen Diodenlaser,
welcher Fluoreszenzfarbstoffe mit einer Wellenlänge von 405 nm anregen kann sowie
einen weiteren Helium-Neon-Laser für eine Wellenlänge von 633 nm.
Am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop LSM 510 Meta wurden 2-Kanal-Aufnahmen
gemacht, bei denen die Zellen die Fluoreszenzfarbstoffe CFP und YFP enthielten. CFP
wurde dabei mit einer Wellenlänge von 458 nm und einer Transmission von 40% angeregt
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und mittels des Bandpassfilters BP 480/20 nm detektiert. YFP wurde mit einer Wellen-
länge von 514 nm und einer Transmission von 0,1% angeregt und mittels des Bandpass-
filters BP 530-600 nm detektiert. Zusätzlich wurde der HFT 458/514 nm verwendet. Für
die mikroskopischen Aufnahmen wurde das Objektiv C-Apochromat 63x/1,2 W corr ver-
wendet. Dabei handelt es sich um ein 63x-vergrößerndes, wasserkorrigiertes Objektiv mit
einer numerischen Apertur von 1,2. Die Daten wurden mit 12 Bit aufgenommen.
Bei Aufnahmen der undifferenzierten Stammzellen, welche nur YFP enthielten, wurde der
Fluoreszenzfarbstoff mit einer Wellenlänge von 514 nm und einer Transmission von 2-
11% angeregt und mit dem Bandpassfilter BP 530-600 nm detektiert. Bei Aufnahmen der
dreidimensionalen embryoid bodies wurde das 10x-vergrößernde Plan-Neofluor-Objektiv
der Firma Zeiss verwendet. Alle Aufnahmen wurden mit 12 Bit gemacht.
Aufnahmen von differenzierten Neuronen mit endogenem STAT3-YFP sowie alle wei-
teren Aufnahmen wurden am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop LSM 710 durchge-
führt. YFP wurde dabei mit der Wellenlänge von 514 nm und einer Transmission von 2%
angeregt und mittels eines Filters von 519-621 nm detektiert. Bei 2-Kanal-Aufnahmen
von YFP mit Draq5 (Biostatus Limited, UK) erfolgte die Anregung von YFP mit einer Wel-
lenlänge von 514 nm und einer Transmission von 2%. Draq5 wurde mit einer Wellenlänge
von 633 nm und einer Transmission von 2% angeregt. Es wurde der HFT 488/561/633 nm
verwendet.
Der Farbstoff Alexa 633 wurden mit der Wellenlänge 633 nm und 2% Transmission an-
geregt und mit einem Filter von 638-747 nm detektiert. Cy5 wurde ebenfalls mit einer
Wellenlänge von 633 nm und einer Transmission von 4% angeregt und mit einem Filter
von 638-759 nm detektiert.
2.13.1 Fixieren von Zellen ohne Antikörper
Die Zellen wurden 1-2 Tage vor den mikroskopischen Aufnahmen auf coverslips aus-
gesät, welche sich in einer 12-well-Schale befanden. Die Kultivierung erfolgte mit dem
für die Zellen benötigten Medium. Nach Transfektion, Stimulation oder im unbehandel-
ten Zustand wurden die adhärent wachsenden Zellen zweimal mit PBS++ gewaschen
und anschließend mit 250-500 µl 3,7% Paraformaldehyd für 20 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur fixiert. Die Zellen wurden einmal mit PBS++ gewaschen und mit 1 ml
NH4Cl (50 mM in PBS++) für 5 Minuten im Dunkeln behandelt. Diesen Schritt bezeichnet
man als Quenchen und er dient dazu, die Eigenfluoreszenz der Zellen zu reduzieren.
Anschließend erfolgte ein erneuter Waschschritt sowie das Eintauchen der coverslips in
H2O und das vorsichtige Abtropfen der Flüssigkeit. Die coverslips wurden auf einen Ob-
jektträger gelegt, auf welchem sich ein Tropfen des Einbettmediums ImmuMount (Ther-
mo Scientific, UK) befand. Der Rand des coverslips wurde nach dem Trocknen mit klarem
Nagellack versiegelt.
Das Fixieren der Zellen ohne Antikörper erfolgt meist, wenn die Zellen ein Plasmid be-
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sitzen, welches für ein Fluoreszenzprotein kodiert und keine indirekte Immunfluoreszenz
notwendig ist.
2.13.2 Fixieren von Zellen mit Antikörpern
Bei der Fixierung von Zellen mit Antikörpern wurden die auf coverslips ausgesäten Zellen
zweimal mit PBS++ gewaschen und anschließend mit ca. 400-500 µl 3,7% Paraformal-
dehyd für 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurden die
Zellen mit PBS++ gewaschen und mit PBST++ für 5 Minuten im Dunkeln permeabili-
siert. Danach erfolgte das Quenchen der Zellen mit 1 ml NH4Cl (50 mM in PBST++) für
weitere 5 Minuten im Dunkeln. Die Zellen wurden mit PBST++ gewaschen und die un-
spezischen Bindungen durch Zugabe von 1% BSA-Lösung in PBST++ für 60 Minuten im
Dunkeln geblockt. Der Erstantikörper wurde, wenn keine speziellen Angaben vorlagen,
in einer Verdünnung von 1:200 in 0,2% BSA in PBST++ auf Parafilm, welches sich in
einer Feuchtkammer befand, getropft. Die coverslips wurden auf die Tropfen gelegt. Die
Inkubationszeit betrug, wenn keine anderen Angaben vom Hersteller vorlagen, 45 Mi-
nuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Es folgten drei Waschschritte mit 0,2% BSA in
PBST++ und die Zugabe des Sekundärantikörpers in einer Verdünnung von 1:200 oder
nach Herstellerangaben in 0,2% BSA in PBST++ nach dem selben Prinzip wie bei dem
Erstantikörper. Auch hier betrug die Inkubationszeit 45 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln. Im Anschluß folgten erneut drei Waschschritte mit 0,2% BSA in PBST++ sowie
das Eintauchen der coverslips in H2O und das vorsichtige Abtropfen der Flüssigkeit. Die
coverslips wurden auf einen Objektträger mit einem Tropfen Einbettmedium ImmuMount
gelegt und nach dem Trocknen mit Nagellack versiegelt.
.
PBS++: 1 mM MgCl2
0,1 mM CaCl2
in PBS
PBST++: 0,1 % Triton X-100 in PBS++
2.13.3 Beschichten von coverslips mit Poly-L-Lysin
Die coverslips konnten vor Gebrauch mit Poly-L-Lysin überzogen werden, wodurch sich
die Zellen besser auf der Oberfläche absetzen konnten und das Ablösen der Zellen vom
Deckglas verringert wurde. Die coverslips wurden dafür in eine 12-well-Platte gelegt und
mit je einem Tropfen gebrauchsfertiger Poly-L-Lysin-Lösung benetzt. Die Inkubationszeit
betrug ca. 30 Minuten. Anschließend wurde die Lösung mit einer Pipette entfernt.
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2.13.4 Live-cell-imaging
Für FRAP-Messungen sowie für Aufnahmen von Stimulations- bzw. Translokationspro-
zessen in Neuronen wurde live-cell imaging durchgeführt. Für die Untersuchungen wur-
den Neuronen, welche auf Collagen-beschichteten coverslips (Durchmesser: 42 mm)
bzw. in kleinen Ibidi-Kulturschalen mit Glasboden (Ibidi, Deutschland) ausgesät wurden,
verwendet. Die coverslips bzw. die Kulturschalen wurden in eine spezielle Inkubations-
kammer platziert und auf 37◦C beheizt. Die Versorgung der Zellen erfolgte mit den ent-
sprechenden Kulturmedien. Zusätzlich konnte man den CO2-Wert innerhalb der Kam-
mer auf den gewünschten Wert einstellen. Für die Aufnahmen wurde das Objektiv C-
Apochromat 40x/1,1 W corr des Mikroskops LSM 710 verwendet. Dabei handelt es sich
um ein wasserkorrigiertes Objektiv mit einer numerischen Apertur von 1,1. Die Schicht-
dicke der konfokalen Aufnahmen betrug 1 µm oder größer.
2.13.5 FRAP-Messungen
Die FRAP-Messungen wurden am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop LSM 710 mit
der systemeigenen Zen-Software durchgeführt. Für die Aufnahmen wurden die zu Neuro-
nen differenzierten Stammzellen, welche STAT3-YFP unter der Kontrolle des endogenen
STAT3-Promotors exprimieren, verwendet.
Bei den FRAP-Messungen wurde ein Bleach-ROI mit einem Radius von ca. 2,5 µm in
der Zelle definiert. Der Argon-Laser mit einer Wellenlänge von 514 nm und 100% Trans-
mission wurde als Bleich-Laser verwendet. Die Fluoreszenz in dem Bleach-ROI wurde
durch 100 aufeinander folgende Bleich-Pulse des Lasers geblichen. Anschließend wurde
die Rückkehr der Fluoreszenz in dem geblichenen ROI über die Zeit gemessen. Für die
Aufnahmen wurde der Argon-Laser mit einer Wellenlänge von 514 nm und 3% Transmis-
sion verwendet. Die YFP-Fluoreszenz wurde mit einem Filter von 519-621 nm detektiert.
Als HFT diente der Filter 458/514 nm. Die Bilder wurden mit 8 Bit und einer Auflösung
von 512x512 Pixel aufgenommen. Die von der FRAP-Software angegebenen Werte für
die halbmaximale Rückkehr der Fluoreszenz (t1/2) wurden von 15-19 gemessenen Zellen
gemittelt und zu dem ungeblichenen Zustand normalisiert.
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3.1 Charakterisierung der murinen embryonalen STAT3-YFP
knock-in Stammzellen
Der erste Teil der Arbeit beschäftigt sich mit der Charakterisierung der murinen embryo-
nalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen sowie der gerichteten neuronalen Differenzie-
rung der Zellen. Die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen sind in Ko-
operation mit Valeria Poli (Universität Turin, Italien) entstanden. In den Gen-modifizierten
Stammzellen wurde durch homologe Rekombination ein STAT3-Allel durch ein STAT3-
YFP-Allel ausgetauscht. Ausgehend von dem nun heterozygoten Genlocus wird eine
STAT3- und STAT3-YFP-Expression unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors
erwartet.
3.1.1 Die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen expri-
mieren STAT3 und STAT3-YFP unter der Kontrolle des endogenen
STAT3-Promotors
Zu Beginn der Arbeit wurde getestet, ob die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-
in Stammzellen STAT3 sowie STAT3-YFP exprimieren. Dazu wurden Lysate der undif-
ferenzierten Stammzellen hergestellt. Als Kontrolle dienten Lysate muriner embryonaler
Fibroblasten, welche entweder kein STAT3 (MEF∆/∆), endogenes STAT3 (MEF fl/fl) oder
nur STAT3-YFP (MEF∆/∆-STAT3-YFP) exprimieren. Die Lysate wurden im Westernblot
analysiert. Außerdem wurde mittels konfokaler Laser-scanning-Mikroskopie untersucht,
ob es sich bei der Fluoreszenz in den Zellen eindeutig um YFP handelt. Hierfür wurden
unstimulierte fixierte Zellen verwendet.
Abbildung 3.1 zeigt das Ergebnis des Westernblots (A) sowie der Fluoreszenzanalyse
(B). Es ist eindeutig erkennbar, dass die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in
Stammzellen sowohl STAT3 als auch STAT3-YFP exprimieren.
In Spur 4 des Westernblots in Abb. 3.1A sind deutlich zwei gleich starke Banden zu er-
kennen. Die untere der beiden Banden befindet sich auf Höhe von endogenem STAT3.
Als Kontrolle dient die Bande in Spur 2, welche die STAT3-Expression in MEF fl/fl-Zellen
darstellt. Diese Zellen exprimieren endogenes STAT3, wobei die STAT3-Gene von zwei
LoxP-Sequenzen flankiert sind. Die obere Bande in Spur 4 ist auf Höhe von STAT3-YFP.
Als Referenz dient hier die Bande in Spur 3, welche die STAT3-Expression in MEF∆/∆-
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Abbildung 3.1: Analyse des STAT3-Expressionslevels in murinen embryonalen STAT3-YFP
knock-in Stammzellen
(A) Lysate von undifferenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden im Westernblot unter-
sucht (Spur 4). Als Kontrolle dienten Lysate von MEF-Zellen, welche kein STAT3 (Spur 1), endo-
genes STAT3 (Spur 2) oder STAT3-YFP exprimieren (Spur 3). Für die Detektion von STAT3 wurde
ein spezifischer STAT3-Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 verwendet.
Unter (B) sind fluoreszierende STAT3-YFP knock-in Stammzellen sowie das Resultat der Fluores-
zenzanalyse mittels eines normierten Spektrums dargestellt. Das Emissionsmaximum der gemes-
senen Fluoreszenz (rote Kurve) der Stammzellen ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Hinter-
grundfluoreszenz ist durch die grüne Linie dargestellt. Für die Aufnahmen wurden fixierte Stamm-
zellen verwendet.
STAT3-YFP-Zellen darstellt. Diese Zellen weisen kein endogenes STAT3 mehr auf, son-
dern exprimieren stabil ins Genom integriertes STAT3-YFP. In Spur 1 wurden Lysate von
MEF∆/∆-Zellen verwendet, die kein endogenes STAT3 besitzen.
Unter (B) der Abbildung sind fluoreszierende STAT3-YFP knock-in Stammzellen darge-
stellt, die in Kolonien, bestehend aus mehreren undifferenzierten Zellen, wachsen (linke
Abbildung). Die Kolonien weisen einen glatten, klar abgegrenzten Rand auf und sind so-
mit gut von differenzierten Stammzellen mit einer charakteristischeren Zellform zu un-
terscheiden. Mittels eines am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop aufgenommenen
Spektrums konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Fluoreszenz der dargestellten
Stammzellen eindeutig um YFP handelt. Die Fluoreszenz der Zellen weist ein Emissions-
maximum von 525 nm auf, welches charakteristisch für YFP ist (rechte Abbildung).
Die untersuchten STAT3-YFP knock-in Stammzellen exprimieren eindeutig STAT3 und
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STAT3-YFP. Die Proteinmengen sind vergleichbar. Dies spricht dafür, dass beide Proteine
unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors exprimiert werden. Daher konnten
die Zellen für die weiteren Versuche verwendet werden.
3.1.2 STAT3- und STAT3-YFP-Phosphorylierung in murinen embryonalen
STAT3-YFP knock-in Stammzellen nach Stimulation mit IL-6-Typ-Zy-
tokinen
Die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen, welche sowohl STAT3 als
auch STAT3-YFP unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors exprimieren, wur-
den im nächsten Schritt mit verschiedenen Zytokinen der IL-6-Typ-Familie stimuliert und
die STAT3-Phosphorylierung an Tyrosin 705 untersucht. Für den Versuch wurden undif-
ferenzierte Stammzellen zwei Tage in Medium ohne Zugabe von LIF kultiviert, da LIF
selbst zur Phosphorylierung von STAT3 führt. Anschließend erfolgte die Stimulation der
Zellen mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für die angegebenen Zeitpunkte bzw. mit
verschiedenen Konzentrationen von LIF für 30 Minuten. Die Zellen wurden lysiert und
die Lysate im Westernblot analysiert. Bei sIL-6Rα handelt es sich um die lösliche Form
des IL-6-Rezeptors. Der membranständige Rezeptor wird hauptsächlich auf Hepatozy-
ten, Neutrophilen, Monozyten/Makrophagen und einigen Lymphozyten exprimiert. Für die
Stimulation der Stammzellen sowie anderer Zellen mit IL-6 ist die Zugabe des löslichen
Rezeptors deshalb erforderlich.
In Abbildung 3.2 sind die Ergebnisse der IL-6-Zeitreihe und der LIF-Konzentrationsreihe
dargestellt. Nach IL-6-Stimulation werden sowohl STAT3 als auch STAT3-YFP phosphory-
liert (A). Die Banden weisen in etwa die gleiche Stärke auf. Im unstimulierten Zustand sind
keine oder nur schwache Banden zu erkennen. Nach Stimulation mit IL-6 und sIL-6Rα
für 5 Minuten ist bereits eine Phosphorylierung von STAT3 und STAT3-YFP detektierbar.
Diese Phosphorylierung ist auch nach 10, 20 und 30 Minuten Stimulation sichtbar. Nach
60 Minuten Stimulation ist die STAT3-Phosphorylierung reduziert. Die STAT3-Färbung
sowie die GAPDH-Färbung zeigen, dass in allen Ansätzen die gleichen Mengen Protein
vorliegen. Der Westernblot verdeutlicht, dass in den murinen embryonalen STAT3-YFP
knock-in Stammzellen sowohl STAT3 als auch STAT3-YFP nach Stimulation mit IL-6 und
sIL-6Rα phosphoryliert sind. Die Phosphorylierungslevel von STAT3 und STAT3-YFP sind
vergleichbar und auch in der Zeitkinetik verhält sich fluoreszierendes STAT3-YFP wie
STAT3.
Unter (B) der Abbildung ist die STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation mit verschiede-
nen Konzentrationen von LIF für 30 Minuten dargestellt. Im unstimulierten Zustand sind
keine Banden zu erkennen. Bereits 1 ng/ml LIF führt zur Phosphorylierung von STAT3
und STAT3-YFP. Die Phosphorylierung ist auch nach Stimulation mit 5, 10 und 20 ng/ml
LIF für 30 Minuten sichtbar. Die STAT3-Färbung zeigt, dass die Proteinlevel in allen An-
sätzen gleich sind.
Die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen sind mit Zytokinen der IL-6-
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Abbildung 3.2: Stimulation der STAT3-YFP knock-in Stammzellen mit IL-6-Typ-Zytokinen
Undifferenzierte murine embryonale STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden vor Stimulation
zwei Tage in Medium ohne LIF kultiviert. Nach der Stimulation wurden die Zellen lysiert und die
Lysate im Westernblot analysiert.
Unter (A) ist die Tyrosin 705-Phosphorylierung von STAT3 nach Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 und
1 µg/ml sIL-6Rα für die angegebenen Zeitpunkte dargestellt. Die STAT3-Färbung stellt den Protein-
Level des Transkriptionsfaktors in den Zellen dar. Die GAPDH-Färbung dient als Ladungskontrolle.
Unter (B) ist die Tyrosin 705-Phosphorylierung von STAT3 nach Stimulation mit den angegebenen
Konzentrationen LIF für 30 Minuten abgebildet.
Für die Detektion von pSTAT3, STAT3 und GAPDH wurden spezifische Antikörper in einer Verdün-
nung von 1:1000 verwendet.
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Typ-Familie stimulierbar. Nach Stimulation mit IL-6 und LIF ist sowohl eine STAT3- als
auch eine STAT3-YFP-Phosphorylierung detektierbar. In der Kinetik der Phosphorylie-
rung verhält sich STAT3-YFP wie nicht fluoreszierendes STAT3 in den Zellen.
3.1.3 STAT3-YFP Kerntranslokation nach LIF-Stimulation
Die Stimulation mit IL-6-Typ-Zytokinen führt sowohl zur STAT3- als auch zur STAT3-YFP-
Phosphorylierung in den murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen. Im
nächsten Schritt wurde untersucht, ob die Stimulation auch zur Anreicherung von STAT3-
YFP im Zellkern führt. Für die Untersuchung wurden undifferenzierte Stammzellen 3-4
Tage in Medium ohne LIF auf mit Gelatine beschichteten coverslips kultiviert. Die Kern-
anreicherung wurde mit dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 510 un-
ter Verwendung einer speziellen live-cell-Kammer untersucht. In der Kammer herrschten
konstante Bedingungen von 37◦C und 5% CO2. Es wurden Aufnahmen der Zellen vor
und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation mit 10 ng/ml LIF gemacht.
A B 
Abbildung 3.3: Kernanreicherung von STAT3-YFP nach LIF-Stimulation
Undifferenzierte STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden auf Gelatine beschichtete coverslips
ausgesät und vor Stimulation 3-4 Tage in Medium ohne Zugabe von LIF kultiviert.
Abbildung (A) zeigt murine embryonale STAT3-YFP knock-in Stammzellen ohne Stimulation und
(B) nach Stimulation mit 10 ng/ml LIF für 20 Minuten. Die Untersuchung erfolgte mit lebenden
Zellen am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 510.
Im unstimulierten Zustand (Abb. 3.3A) ist eine Gleichverteilung von STAT3-YFP innerhalb
der Zellen zu erkennen. Fluoreszierendes STAT3 ist sowohl im Zytoplasma als auch im
Kern der in Kolonien wachsenden Zellen sichtbar. Die Stimulation mit LIF für 20 Minuten
(B) führt zu einer deutlichen Anreicherung von STAT3-YFP im Kern der Zellen.
Die Stimulation mit IL-6-Typ-Zytokinen führt zur Phosphorylierung von STAT3-YFP in den
murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen und zur anschließenden Anrei-
cherung im Zellkern.
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3.1.4 Spontane Differenzierung der murinen embryonalen STAT3-YFP
knock-in Stammzellen
Pluripotente Stammzellen haben die Fähigkeit, sich in fast alle Zelltypen eines Organis-
mus zu differenzieren. Dabei kann man die spontane Differenzierung von der gerichteten
Differenzierung unterscheiden. Bei der spontanen Differenzierung erfolgt die Kultivierung
der noch undifferenzierten Stammzellen in Differenzierungsmedium mit 10% FKS und
ohne die Zugabe von LIF. Die Kultivierung der Zellen erfolgt außerdem auf speziellen
Kulturschalen, wodurch die Zellen nicht wie gewohnt adhärent auf der Oberfläche der
Schale wachsen können, sondern dreidimensionale Zellaggregate formen. Die Zellag-
gregate werden als embryoid bodies (EBs) bezeichnet und ahmen zu einem gewissen
Grad die frühe Entwicklung eines Embryos nach der Implantation nach [97, 116] .
In diesem Teil der Arbeit wurde die spontane Differenzierung der STAT3-YFP knock-in
Stammzellen untersucht. Zum einen wurden Aufnahmen von EBs mit dem konfokalen
Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 510 gemacht. Zum anderen wurden embryoid bo-
dies von STAT3-YFP knock-in Stammzellen lysiert, welche unterschiedlich lange in Dif-
ferenzierungsmedium ohne LIF kultiviert wurden. Die Lysate wurden im Westernblot in
Bezug auf STAT3- und STAT5-Proteinlevel sowie ERK1/2-Phosphorylierung analysiert. In
der Abbildung 3.4 ist unter (A) die Aufnahme eines embryoid body in Suspension dar-
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Abbildung 3.4: Embryoid body-Ausbildung der murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in
Stammzellen
Die murinen STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden in Differenzierungsmedium mit 10% FKS
und ohne die Zugabe von LIF auf speziellen Kulturschalen, auf denen kein adhärentes Wachstum
möglich war, kultiviert.
Unter (A) ist die Aufnahme der YFP-Fluoreszenz eines embryoid body (EB) mit dem konfokalen
Laser-scanning-Mikroskop dargestellt. Bei der Aufnahme handelt es sich um lebende Zellen.
Abbildung (B) zeigt die Westernblot-Analyse der Expressionslevel von STAT5 und STAT3 sowie der
Phosphorylierung von ERK1/2 während der spontanen Differenzierung in EBs. Undifferenzierte
Stammzellen dienen als Vergleich und sind mit Tag 0 bezeichnet. Die GAPDH-Färbung stellt die
Ladungskontrolle dar. Für die Detektion von STAT5, STAT3, pERK1/2, ERK1/2 und GAPDH wurden
spezifische Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 verwendet.
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gestellt sowie unter (B) das Resultat des Westernblots mit den EB-Lysaten der spontan
differenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen.
Die embryoid bodies, welche im Zuge der spontanen Differenzierung zu beobachten sind,
wurden mit dem konfokalen Mikroskop untersucht (A). Anhand des Größenstandards
(100 µm) ist erkennbar, dass es sich um ein größeres dreidimensionales Zellaggregat
handelt. Die entstandenen EBs in Suspension sind aufgrund ihrer Größe auch ohne Hilfe
eines Mikroskops bereits in der Kulturschale zu erkennen. Das fluoreszierende STAT3-
YFP ist in den Zellen mit dem Mikroskop eindeutig detektierbar.
Im Westernblot (B) erkennt man, dass im Laufe der spontanen Differenzierung STAT5 in
den embryoid bodies verstärkt exprimiert wird. Ab Tag 15 ist eine deutliche Zunahme der
Bandenstärke im Gegensatz zu undifferenzierten Stammzellen sichtbar, welche mit Tag
0 bezeichnet sind.
Untersuchungen der ERK1/2-Phosphorylierung im Laufe der spontanen Differenzierung
zeigen, dass ERK1/2 in den embryoid bodies phosphoryliert vorliegt. Undifferenzierte
Stammzellen (Tag 0) zeigen keine ERK1/2-Phosphorylierung. Die ERK-Gegenfärbung
zeigt eine unveränderte Protein-Expression während der Differenzierung.
Die Expression von STAT3 variiert während der spontanen Differenzierung. In undifferen-
zierten Stammzellen (Tag 0) sind zwei starke Banden sichtbar, die STAT3 bzw. STAT3-
YFP darstellen. Nach Induktion der Ausbildung von embryoid bodies ist zu Beginn der
spontanen Differenzierung eine Abnahme der STAT3-Expression detektierbar. Erst zu
späteren Zeitpunkten (Tag 18 und Tag 22) der Differenzierung ist wieder eine Zunahme
in der STAT3-Expression nachweisbar.
Während der spontanen Differenzierung der Stammzellen kommt es zu einer Erhöhung
des STAT5-Expressionslevels in den embryoid bodies (EBs). ERK1/2 liegt phosphoryliert
vor, was in undifferenzierten Stammzellen nicht der Fall ist. Die STAT3- bzw. STAT3-YFP-
Expression ist in undifferenzierten Stammzellen hoch, nimmt zu Beginn der spontanen
Differenzierung ab und steigt nach 18-22 Tagen wieder stark an.
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3.2 Neuronale Differenzierung der STAT3-YFP knock-in Stamm-
zellen
Dieser Abschnitt der vorliegenden Arbeit beschäftigt sich mit der gerichteten neuronalen
Differenzierung der murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen. Im Gegen-
satz zur spontanen Differenzierung der Stammzellen, welche auf der Kultivierung der
Zellen in Abwesenheit von LIF beruht (siehe Abschnitt 3.1.4), werden bei der gerichteten
Differenzierung durch Zugabe von Mediatoren und speziellem Medium die Stammzellen
in die gewünschten Zelltypen überführt. Als Vorlage für die neuronale Differenzierung
diente ein Protokoll aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Martin Zenke (Institut für Zell-
biologie, Universitätsklinikum Aachen), welches freundlicherweise zur Verfügung gestellt
wurde. Das Protokoll wurde bei der Durchführung in wenigen Schritten modifiziert.
3.2.1 Gerichtete Differenzierung der STAT3-YFP knock-in Stammzellen zu
Neuronen
Für die gerichtete neuronale Differenzierung wurden undifferenzierte STAT3-YFP knock-
in Stammzellen als Monolayer auf einer 10-cm Kulturschale für 2-3 Tage kultiviert. An-
schließend wurden die Zellen abgelöst und in Medium mit den Wachstumsfaktoren bFGF
und EGF auf speziellen Kulturschalen für mehrere Tage kultiviert. Diese Art der Kultivie-
rung bewirkt ebenfalls, wie bei der spontanen Differenzierung, die Ausbildung von drei-
dimensionalen Zellaggregaten, welche in diesem Fall neuronal bodies (NBs) genannt
werden. Die neuronal bodies werden anschließend auf Kulturschalen oder coverslips, die
mit Collagen beschichtet sind, überführt und für mindestens 3-4 Wochen weiterkultiviert.
Nach einigen Tagen erkennt man, dass sich die NBs am Boden der Schale oder auf
den coverslips abgesetzt haben und Zellen aus den dreidimensionalen Zellaggregaten
herauswachsen. Die Zellen, die zu Beginn der Differenzierung noch keinen charakteris-
tischen neuronalen Phänotyp aufweisen, ähneln im Laufe der Differenzierung morpholo-
gisch immer mehr Neuronen-artigen Zellen.
In Abbildung 3.5 sind Aufnahmen der STAT3-YFP knock-in Stammzellen während der
neuronalen Differenzierung dargestellt.
Abb. 3.5A zeigt einen neuronal body (NB) zu Beginn der gerichteten Differenzierung, wel-
cher sich am Boden der Kulturschale abgesetzt hat. Um den NB ist eine große Anzahl
von Zellen zu erkennen. Diese Zellen wachsen aus dem dreidimensionalen Zellaggregat
heraus, wobei die Zellen in direkter Nähe zum NB sehr dicht nebeneinander liegen. Mit
der Entfernung vom NB steigt auch die Anzahl der einzeln erkennbaren Zellen. Die Zellen
weisen noch keine charakteristische neuronale Morphologie auf.
In (B) und (C) der Abbildung sind Zellen in einem mittleren Stadium der Differenzierung
dargestellt. Es sind bereits für Neuronen charakteristische Ausläufer zu erkennen.
(D-F) zeigt STAT3-YFP knock-in Stammzellen zu einem späteren Zeitpunkt der Differen-
zierung. Die Zellen weisen einen Neuronen-artigen Phänotyp auf. Charakteristisch dafür
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Abbildung 3.5: Neuronale Differenzierung der STAT3-YFP knock-in Stammzellen
Durchlichtaufnahmen der STAT3-YFP knock-in Stammzellen während der neuronalen Differenzie-
rung. In (A) ist zu Beginn der Differenzierung ein neuronal body (NB) mit herauswachsenden Zellen
dargestellt. Größenstandard = 1000 µm.
(B) und (C) zeigen Stammzellen im mittleren Stadium der Differenzierung.
In (D-F) sind Zellen zu einem späten Zeitpunkt der Differenzierung dargestellt. Die Zellen weisen
morphologisch Neuronen-artige Phänotypen auf. Größenstandards in (B-F) = 200 µm.
ist das Vorhandensein sehr langer Ausläufer. Der Zellkörper wirkt im Vergleich zu den
Ausläufern klein. In (E) und auch in (F) ist erkennbar, dass die Neuronen-artigen Zellen
eine Art Netzwerk ausbilden. Die Zellen sind in Kontakt miteinander, was für die Kom-
munikation untereinander wichtig ist. Oft fügen sich mehrere Zellen zu einer Art Kluster
zusammen, wie in (F) dargestellt ist.
Die Aufnahmen zeigen, dass sich die STAT3-YFP knock-in Stammzellen zu Neuronen-
artigen Zellen differenzieren lassen.
3.2.2 Positiver Nachweis der gerichteten Differenzierung mit Neuronen-
Markern
Die gerichtete Differenzierung der Stammzellen führt zu Zellen mit typisch neuronalem
Phänotyp (siehe Abschnitt 3.2.1). Für den histologischen Nachweis der neuronalen Dif-
ferenzierung wurden die Zellen mit spezifischen Antikörpern, welche typische neuronale
Strukturen erkennen, in einer Immunfluoreszenz angefärbt. Als spezifische Neuronen-
Marker wurden Beta-III-Tubulin und MAP-2 (microtubule binding protein-2) verwendet.
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Abbildung 3.6: Immunfluoreszenz mit Neuronen-Markern
Obere Reihe, Bild (b+c): Differenzierte STAT3-YFP knock-in Stammzellen angefärbt mit dem Beta-
III-Tubulin Antikörper in einer Verdünnung von 1:200. Bei dem Sekundärantikörper handelt es sich
um einen mit Alexa 633-konjugierten Antikörper in einer Verdünnung von 1:100.
Untere Reihe, Bild (B+C): Anfärbung der Zellen mit einem MAP-2 Antikörper in einer Verdünnung
von 1:10000. Als Zweitantikörper wurde ein mit Cy5-konjugierter Antikörper in einer Verdünnung
von 1:100 verwendet. Als Kontrollen wurden undifferenzierte Stammzellen mit den beiden Antikör-
pern angefärbt, Bild (a+A). Die Kontrollen sind als Überlagerung aus Fluoreszenzaufnahme und
Durchlichtbild dargestellt. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop Zeiss
LSM 710.
Abbildung 3.6 zeigt das Resultat der Immunfluoreszenz mit spezifischen Neuronen-Mar-
kern.
Als Kontrollen wurden undifferenzierte STAT3-YFP knock-in Stammzellen verwendet (Bild
a+A). Die Antikörper zeigen eine schwache unspezifische Bindung an zelluläre Struk-
turen, was jedoch als Hintergrundfluoreszenz angesehen werden kann. Zur besseren
Darstellung der Kontrollen sind Überlagerungen aus der Fluoreszenzdetektion und dem
Durchlichtbild gezeigt. Vergleicht man die Färbung der undifferenzierten Zellen mit der
der differenzierten Zellen, so ist in den Neuronen-artigen Zellen eine sehr viel intensive-
re und gleichmäßigere Färbung zu erkennen. In der Abbildung ist in der oberen Reihe
die Färbung mit dem Beta-III-Tubulin Antikörper dargestellt (Bild b+c). Es sind deutlich
die angefärbten Ausläufer der Zellen und der Zellkörper erkennbar. Das letzte Bild in der
oberen Reihe (c) zeigt eine Übersichtsaufnahme von mehreren angefärbten differenzier-
ten Stammzellen. Auch hier sind die Ausläufer der Zellen gut zu erkennen. Generell sieht
die Färbung sehr gleichmäßig aus.
54
3. Ergebnisse
In der unteren Reihe der Abbildung ist die Färbung mit dem MAP-2 Antikörper dargestellt
(Bild B+C). Die Aufnahmen zeigen auch hier eine intensive Färbung der einzelnen Zell-
ausläufer und des Zellkörpers.
Zusammenfassend kann man sagen, dass es sich bei den differenzierten Zellen um Zel-
len mit neuronalen Strukturen und charakteristischer Morphologie handelt, welche daher
für weitere Versuche verwendet wurden.
3.2.3 Stimulation der differenzierten Zellen mit löslichem und immobilisier-
tem LIF
Die zu Neuronen differenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden als nächs-
tes mit IL-6-Typ-Zytokinen stimuliert und die STAT3-YFP Kernanreicherung mit Hilfe des
konfokalen Laser-scanning-Mikroskops Zeiss LSM 710 untersucht. Damit sollte nachge-
wiesen werden, ob sich fluoreszierendes STAT3-YFP in den differenzierten Zellen nach
Stimulation genauso verhält wie in den bereits charakterisierten undifferenzierten STAT3-
YFP knock-in Stammzellen. Für die Stimulation wurde zum einen lösliches LIF verwendet,
zum anderen fluoreszierendes LIF-YFP, welches mittels eines SNAP-tag an Benzylguanin-
funktionalisierte Magnet-beads gekoppelt wurde [117]. Vor Stimulation wurden die Zellen
über Nacht in Medium ohne EGF und bFGF kultiviert.
In der Abbildung 3.7A ist die STAT3-YFP Kernanreicherung nach Stimulation mit lösli-
chem LIF gezeigt. Im linken Bild sind differenzierte Zellen im unstimuliertem Zustand
dargestellt. Endogen exprimiertes STAT3-YFP ist gleichmäßig in den Neuronen verteilt.
Es ist sowohl im Zellkörper als auch in den Ausläufern der Zellen sichtbar. Der Zellkern
ist zur besseren Darstellung mit dem roten Zell-permeablen Farbstoff Draq5 angefärbt.
Nach Zugabe von 10 ng/ml löslichem LIF für 30 Minuten ist eine eindeutige Anreicherung
von STAT3-YFP im Kern der Zellen nachweisbar (mittleres Bild). In den langen Ausläu-
fern der differenzierten Zellen sind punktförmige fluoreszierende Strukturen sichtbar. Im
rechten Bild sind die Zellkerne in den stimulierten Zellen mit Draq5 angefärbt.
Unter (B) der Abbildung ist das Resultat einer 30-minütigen Stimulation mit LIF-YFP-
beads dargestellt. Nach Stimulation haben mehrere beads an die Zelle gebunden (linkes
Bild). Im YFP-Kanal sind zum einen die gelb-fluoreszierenden beads nachweisbar, zum
anderen hat sich STAT3-YFP nach Stimulation im Zellkern angereichert (mittleres Bild).
Die nukleäre Translokation von STAT3-YFP ist eindeutig zu erkennen. Das rechte Bild
zeigt eine Überlagerung aus den beiden Kanälen.
Die Zugabe von löslichem LIF sowie von immobilisiertem LIF-YFP führt zur einer deut-
lichen nukleären Translokation von STAT3-YFP. Das fluoreszierende STAT3 verhält sich
demnach in den differenzierten Neuronen-artigen Zellen nach Stimulation wie in den un-
differenzierten Stammzellen.
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Abbildung 3.7: Stimulation der differenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen mit LIF
Zu Neuronen differenzierte STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden über Nacht in Medium ohne
EGF und bFGF kultiviert. Anschließend wurden die Zellen unter (A) mit 10 ng/ml löslichem LIF für
30 Minuten stimuliert (mittleres Bild). Zur Anfärbung der Kerne wurde Draq5 verwendet (rechtes
Bild). Der unstimulierte Zustand ist auf dem linken Bild dargestellt.
Unter (B) ist die Stimulation mit LIF-YFP-beads für 30 Minuten gezeigt. Dargestellt sind der Durch-
lichtkanal, der YFP-Kanal und eine Überlagerung aus beiden Kanälen. Nach Stimulation mit LIF
ist in beiden Fällen eine Kerntranslokation von STAT3-YFP sichtbar. Bei den Proben handelt es
sich um fixierte Zellen. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop Zeiss
LSM 710.
3.2.4 Untersuchung der STAT3-YFP-Mobilität in differenzierten Neuronen
mittels FRAP-Messungen
STAT3 wird nach Stimulation an Tyrosin 705 phosphoryliert, dimerisiert über wechsel-
seitige Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktionen und reichert sich im Zellkern an,
wodurch die Genexpression der Zelle beeinflusst wird. Die Anreicherung im Kern erfolgt
nach Stimulation innerhalb weniger Minuten, was auf eine hohe intrazelluläre Mobilität
von STAT3 zurückzuführen ist. Dabei kann es sich um freie Diffusion oder einen aktiven
Transport in den Zellen handeln. Aber auch ohne Stimulation findet ein kontinuierliches
shuttling von STAT3 zwischen Zytoplasma und Zellkern statt, welches für die Gleichver-
teilung des Transkriptionsfaktors in unstimulierten Zellen verantwortlich ist [79].
Im nächsten Schritt der Arbeit wurde die STAT3-YFP-Mobilität in den zu Neuronen diffe-
renzierten Stammzellen mittels FRAP-Messungen analysiert. Von großem Interesse war
dabei die Untersuchung der STAT3-YFP-Dynamik über größere Distanzen z.B. in den
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Axonen der Zellen. Im Mittelpunkt der Analysen stand die Frage, ob freie Diffusion von
STAT3-YFP nach Stimulation in den Neuronen eine entscheidende Rolle spielt oder ob
z.B. der retrograde Transport von signaling endosomes oder Transportvesikeln entlang
des Zytoskeletts essentiell für die Anreicherung von STAT3-YFP im Kern ist. Die zu Neu-
ronen differenzierten Zellen stellen für diese FRAP-Messungen ein vielversprechendes
Modellsystem dar, da die Zellen zum einen eine charakteristische Morphologie mit langen
Ausläufern aufweisen und zum anderen STAT3-YFP unter der Kontrolle des endogenen
STAT3-Promotor exprimieren und somit keine Überexpression in den Zellen vorliegt.
Für die Analyse wurde das konfokale Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 710 mit der
systemeigenen Zen-Software verwendet. Die Mikroskop-Einstellungen und Bedingungen
sind unter Material und Methoden beschrieben. Die zu untersuchenden Neuronen wur-
den vor der Messung zwei Stunden in Medium ohne EGF und bFGF kultiviert. Abbil-
dung 3.8 zeigt Aufnahmen von fluoreszierenden Neuronen, welche bei der Untersuchung
verwendet wurden sowie das Resultat der FRAP-Messung in zu Neuronen differenzierten
STAT3-YFP knock-in Stammzellen ohne Stimulation bzw. nach CNTF-Stimulation. Unter
(a) der Abbildung sind exemplarisch Aufnahmen einer FRAP-Messung in einem unstimu-
lierten Neuron gezeigt. STAT3-YFP ist gleichmäßig sowohl im Zellkörper als auch in den
Ausläufern verteilt. Für die Aufnahmen wurde eine region of interest (ROI) im Axon der
Zelle geblichen (mit Pfeil gekennzeichnet) und die Rückkehr der Fluoreszenz beobach-
tet. Bild (1) zeigt die Zelle vor dem Bleichen. Bild (2) ist direkt nach dem Bleichen des
ROIs im Axon aufgenommen worden. Bild (3) zeigt die Zelle 30 Sekunden und Bild (4)
50 Sekunden nach dem Bleichen der YFP-Fluoreszenz. Direkt nach dem Bleichen ist ei-
ne deutliche Reduzierung der YFP-Fluoreszenz im ROI des Axons erkennbar, daraufhin
folgt eine Rückkehr der Fluoreszenz über die Zeit.
Für die FRAP-Messungen wurde eine definierte Region (ROI) im Nukleus, im Zytoplasma
bzw. im Axon der Zelle geblichen und die Rückkehr der Fluoreszenz durch den Austausch
von geblichenem durch ungeblichenes STAT3-YFP in diesem ROI über die Zeit verfolgt.
Unter (b) der Abbildung sind die zusammengefassten Resultate der FRAP-Messungen
dargestellt. (A) zeigt die gemessenen FRAP-Kurven vor (linke Abbildung) sowie nach
Stimulation mit 100 ng/ml CNTF (rechte Abbildung). Die Kurven zeigen die auf den un-
geblichenen Zustand normalisierte Fluoreszenz-Intensität über die Zeit. Die Fluoreszenz
vor dem Bleichen wurde auf den Wert 1 gesetzt. Nach dem Bleichen ist eine deutliche
Abnahme und anschließend eine Rückkehr der Fluoreszenz über die Zeit sichtbar. Bei
der blauen Kurve handelt es sich um die Fluoreszenz nach dem Bleichen im Nukleus,
die rote Kurve ist das Resultat nach Bleichen im Zytoplasma und grün ist die wiederkeh-
rende Fluoreszenz im Axon. Aussagekräftig bei FRAP-Messungen ist der Wert, welcher
die Zeit für die halbmaximale Rückkehr der Fluoreszenz angibt. Dieser Wert wird mit
(t1/2) bezeichnet. Unter (B) der Abbildung sieht man eine Darstellung der (t1/2)-Werte in
den unterschiedlichen Kompartimenten (Nukleus, Zytoplasma, Axon) unstimulierter Zel-
len sowie nach CNTF-Stimulation. Diese Werte basieren auf den unter (A) dargestellten
Kurven. Der angegebene Wert in Sekunden ist ein Maß für die Diffusion von STAT3-YFP
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(a) Exemplarische Aufnahmen einer FRAP-Messung in einem unstimulierten Neuron
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(b) FRAP-Messung
Abbildung 3.8: FRAP-Messung in Neuronen
Zu Neuronen differenzierte STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden zwei Stunden vor den Mes-
sungen in Medium ohne EGF und bFGF kultiviert. Anschließend erfolgten die FRAP-Messungen
am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 710. Unter (a) sieht man Aufnahmen einer
FRAP-Messung in einem unstimulierten Neuron. Bild (1) zeigt die Zelle vor dem Bleichen eines
ROIs im Axon (mit Pfeil gekennzeichnet), (2) direkt nach dem Bleichen, (3) 30 Sekunden nach
dem Bleichen und (4) 50 Sekunden nach dem Bleichen.
Unter (b) sind die Ergebnisse der FRAP-Messungen dargestellt. Die FRAP-Kurven der untersuch-
ten Zellen sind unter (A) gezeigt. Es wurde die Rückkehr der STAT3-YFP Fluoreszenz nach Blei-
chen im Nukleus (blau), im Zytoplasma (rot) und im Axon (grün) gemessen. Dargestellt ist die
normalisierte Fluoreszenz-Intensität über die Zeit. Die linke Abbildung stellt die FRAP-Messungen
in unstimulierten Zellen dar, die rechte Abbildung Messungen in mit 100 ng/ml CNTF stimulierten
Zellen. (B) gibt die Zeit der halbmaximalen Rückkehr der Fluoreszenz (t1/2) in Sekunden in den
geblichenen Kompartimenten vor und nach Stimulation an. Unter (C) ist der mobile bzw. immobile
Anteil von STAT3-YFP in den geblichenen ROIs vor und nach Stimulation dargestellt. Die mobi-
le Fraktion ist durch blaue Balken repräsentiert, die immobile Fraktion durch rote Balken. Für die
FRAP-Messungen wurden jeweils 15-19 Zellen untersucht.
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in den Kompartimenten der Zellen. Am schnellsten ist der Austausch von geblichenem
STAT3-YFP mit ungeblichenem STAT3-YFP in unstimulierten Zellen im Nukleus (0,91 s),
dann folgt das Zytoplasma (1,21 s) und zum Schluss das Axon (2,39 s). Es sind keine
großen Unterschiede zwischen Nukleus und Zytoplasma zu erkennen im Vergleich zum
Axon. Die Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml CNTF führt zu einer messbaren Verän-
derung in der Rückkehr der STAT3-YFP-Fluoreszenz. Es zeigte sich, dass die Rückkehr
der Fluoreszenz von STAT3-YFP sowohl im Zellkern (2,99 s), im Zytoplasma (2,77 s) als
auch im Axon (3,58 s) deutlich langsamer ist als im unstimulierten Zustand. Es treten
keine großen Unterschiede zwischen Zellkern, Zytoplasma und Axon auf. Unter (C) ist
eine Zusammenfassung der mobilen und immobilen Fraktion von STAT3-YFP in den un-
terschiedlichen Kompartimenten der Zelle dargestellt. Der blaue Anteil stellt die mobile
Fraktion von STAT3-YFP dar. Der rote Anteil ist die immobile Fraktion. Im Axon z.B. liegt
mehr mobiles STAT3-YFP vor als immobiles. Im Kern ist eine geringere mobile Fraktion
messbar. Die Stimulation der Zellen führt zu keiner Veränderung der mobilen bzw. immo-
bilen Fraktionen im Nukleus, Zytoplasma oder im Axon.
Zusammenfassend weisen die Resultate der FRAP-Messungen daraufhin, dass STAT3-
YFP in den stimulierten Zellen langsamer diffundiert als in unstimulierten Zellen. Im unsti-
mulierten Zustand ist eine schnellere Rückkehr der STAT3-YFP-Fluoreszenz im Nukleus
und im Zytoplasma im Vergleich zum Axon messbar. Die Stimulation mit CNTF führt zu
einer verlangsamten Rückkehr der YFP-Fluoreszenz in allen drei Kompartimenten. FLIP-
Messungen in den Neuronen weisen die gleiche Tendenz auf (Daten nicht gezeigt). Die
Verteilung der mobilen bzw. immobilen Fraktion von STAT3-YFP scheint unabhängig von
der Stimulation zu sein.
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3.3 Der Wirkmechanismus von dominant-negativem STAT3
Der zweite Teil der Doktorarbeit befasst sich mit dem Mechanismus der Wirkung von
dominant-negativem STAT3-YF. Zu Beginn der Untersuchung wurde mit murinen embryo-
nalen STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen gearbeitet. Diese Stammzellen besitzen ein
Allel STAT3 und ein Allel STAT3-YF-YFP, welche beide unter der Kontrolle des endogenen
STAT3-Promotors exprimiert werden. Basierend auf Beobachtungen bei der Zellkultivie-
rung stand daraufhin die Analyse des Mechanismus der dominant-negativ agierenden
STAT3-YF-Mutante im Vordergrund. Die Experimente wurden in stabil transfizierten Hek-
Zellen weitergeführt, wobei verschiedene Deletionsmutanten von STAT3-YF-YFP verwen-
det wurden. Die murinen embryonalen STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen sind eben-
falls wie die STAT3-YFP knock-in Stammzellen aus einer Kooperation mit Valeria Poli
(Universität Turin, Italien) hervorgegangen und wurden uns freundlicherweise zur Verfü-
gung gestellt.
3.3.1 STAT3-Phosphorylierung in murinen embryonalen STAT3-YF-YFP
knock-in Stammzellen nach Zugabe von IL-6-Typ-Zytokinen
Bei STAT3-YF handelt es sich um eine artifizielle STAT3-Mutante, in der die Aminosäure
Tyrosin an Position 705 durch Phenylalanin ersetzt ist. Die Phosphorylierung des Tyros-
ins 705 ist für die STAT3-Aktivierung essentiell, denn nur phosphorylierte STAT3-Dimere
reichern sich im Kern stimulierter Zellen an und können durch Bindung an die DNS die
Genexpression in der Zelle beeinflussen.
Im ersten Schritt der Untersuchung wurde die STAT3-Phosphorylierung in den muri-
nen embryonalen STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen nach Stimulation mit Zytokinen
der IL-6-Typ-Familie ermittelt. Als Kontrolle wurden undifferenzierte STAT3-YFP knock-in
Stammzellen verwendet. Für die Stimulation wurden die Zellen zwei Tage in Abwesenheit
von LIF kultiviert. Anschließend erfolgte die Stimulation mit 50 ng/ml CNTF oder 10 ng/ml
LIF für 30 Minuten. Zusätzlich wurden Zellen verwendet, welche 48 Stunden mit LIF kul-
tiviert worden sind. Die Zellen wurden nach Stimulation lysiert und die Lysate mittels
Westernblot analysiert.
Abbildung 3.9 zeigt das Resultat der STAT3-Phosphorylierung an Tyrosin 705 nach Stimu-
lation mit IL-6-Typ-Zytokinen. Auf der linken Seite der Abbildung ist die STAT3-Phosphory-
lierung in den STAT3-YFP knock-in Stammzellen dargestellt. Im unstimuliertem Zustand
sind keine Banden sichtbar. Nach 48 Stunden LIF-Stimulation ist eine starke Phospho-
rylierung von STAT3 und STAT3-YFP zu erkennen. Diese Phosphorylierung ist sehr viel
stärker verglichen mit anderen Ansätzen. Die STAT3-Färbung und die GAPDH-Färbung
als Ladungskontrolle weisen generell auf eine größere Proteinmenge in den beiden LIF-
stimulierten Ansätzen hin. Nach CNTF- bzw. LIF-Stimulation für 30 Minuten ist ebenfalls
eine eindeutige Phosphorylierung von STAT3 und STAT3-YFP sichtbar.
In den STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen (rechte Seite der Abbildung) ist nach LIF-
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Abbildung 3.9: Vergleich der STAT3-Phosphorylierung in STAT3-YFP bzw. STAT3-YF-YFP
knock-in Stammzellen nach Stimulation mit IL-6-Typ-Zytokinen
Die undifferenzierten Stammzellen wurden vor Stimulation zwei Tage ohne LIF kultiviert. Es folgte
die Stimulation mit 50 ng/ml CNTF bzw. 10 ng/ml LIF für 30 Minuten. Zusätzlich wurden Zellen ver-
wendet, die für 48 Stunden mit LIF kultiviert wurden. Als Kontrolle dienten unstimulierte Stammzel-
len. Die Zellen wurden lysiert und die Lysate im Westernblot analysiert. Die Detektion von pSTAT3,
STAT3 und GAPDH als Ladungskontrolle erfolgte mit spezifischen Antikörpern in einer Verdünnung
von 1:1000.
Stimulation für 48 Stunden nur eine pSTAT3-Bande sichtbar. Dabei handelt es sich um
phosphoryliertes endogenes STAT3, das neben STAT3-YF-YFP ebenfalls in den Stamm-
zellen exprimiert wird. STAT3-YF-YFP ist wie erwartet nicht phosphoryliert, es ist in der
STAT3-Gegenfärbung aber deutlich zu erkennen. Dasselbe gilt auch nach CNTF- und
LIF-Stimulation für 30 Minuten. Nur endogenes STAT3 liegt nach Stimulation phosphory-
liert in den STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen vor.
3.3.2 Einfluss von STAT3-YF auf den undifferenzierten Zustand der Stamm-
zellen in Anwesenheit von LIF
Murine embryonale Stammzellen benötigen die Anwesenheit von LIF für die Aufrecht-
erhaltung des undifferenzierten Zustands. Die Zugabe des Zytokins führt zur STAT3-
Aktivierung in den Stammzellen und zur Expression von Genen, welche für den undif-
ferenzierten Zustand wichtig sind, z.B. Nanog, Oct 3/4 und Sox2 [118, 119].
Undifferenzierte Stammzellen weisen eine typische Morphologie auf. Die Stammzellen
wachsen in runden Kolonien mit einem glatten, klar abgegrenzten Rand. Sie sind eindeu-
tig von bereits differenzierten Stammzellen zu unterscheiden. In diesem Teil der Arbeit
wurde der undifferenzierte Zustand der beiden STAT3 knock-in Stammzellen verglichen.
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Zum einen wurden Durchlichtaufnahmen von den Zellen gemacht und anhand der Mor-
phologie untersucht. Zum anderen wurde ein spezielles alkaline Phosphatase-Kit ver-
wendet, um undifferenzierte Stammzellen mittels einer Farbreaktion nachzuweisen (sie-
he Material und Methoden). Erste Hinweise, dass das Vorhandensein von STAT3-YF-YFP
einen negativen Einfluss auf den undifferenzierten Zustand der Zellen hat, zeigte sich be-
reits bei der Kultivierung der Stammzellen durch das Auftreten vieler differenzierter Zellen
in der Anwesenheit von LIF. Ebenfalls auffällig war das langsamere Wachstum der STAT3-
YF-YFP knock-in Stammzellen im Vergleich zu den STAT3-YFP knock-in Stammzellen.
Abbildung 3.10 zeigt unter (a) Durchlichtaufnahmen von den Zellen im undifferenzierten
Zustand. Dabei wurden die Stammzellen für 48 Stunden in Anwesenheit von LIF kultiviert.
Unter (b) sieht man Aufnahmen von Stammzellen, die mit dem alkaline Phosphatase-Kit
behandelt worden sind. Auch hier erfolgte die Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von
LIF für 48 Stunden.
Unter (a) der Abbildung sind auf der linken Seite STAT3-YFP knock-in Stammzellen im
undifferenzierten Zustand nach Zugabe von LIF für 48 Stunden dargestellt. Die Zellen
weisen die typische Morphologie von undifferenzierten Stammzellen auf, d.h. sie wach-
sen in Kolonien, welche durch einen glatten, klar abgegrenzten Rand gekennzeichnet
sind. Auf dem Bild sind einige solcher Kolonien sichtbar. Zwischen den undifferenzierten
Stammzellen sind auch bereits differenzierte Stammzellen mit einer charakteristischeren
Zellform zu erkennen. Die differenzierten Zellen befinden sich aber in der Unterzahl. Ver-
gleicht man nun das Bild auf der rechten Seite mit dem eben beschriebenen Bild, so sind
fast ausschließlich differenzierte Zellen zu erkennen. Es sind fast keine undifferenzierten
Stammzellen sichtbar. Alle STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen scheinen trotz der An-
wesenheit von LIF bereits differenziert zu sein.
Um den Differenzierungsgrad der STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen besser sichtbar
zu machen, wurden die Zellen im nächsten Schritt mit einem alkaline Phosphatase-Kit
behandelt. Undifferenzierte Stammzellen enthalten mehr alkalische Phosphatase als dif-
ferenzierte Stammzellen. Bei der Zugabe eines speziellen Substrates entsteht so durch
die Aktivität des Enzyms eine Farbreaktion, wodurch undifferenzierte Zellen rötlich ge-
färbt sind und differenzierte Zellen eher farblos erscheinen. Für den Versuch wurden
die Stammzellen 48 Stunden mit LIF bzw. ohne LIF kultiviert. Als Vergleich wurden die
STAT3-YFP knock-in Stammzellen verwendet. Unter (A) der Abbildung (b) ist die Färbung
der STAT3-YFP knock-in Stammzellen dargestellt. Ohne LIF sind die meisten Zellen dif-
ferenziert. Die Zellen weisen keine Rotfärbung auf, sie sind eher farblos. Im Vergleich
dazu sieht man bei den Zellen, welche für 48 Stunden mit LIF kultiviert wurden runde
Kolonien, die eine rötliche Färbung aufweisen. Es ist ein deutlicher Unterschied zwischen
differenzierten und undifferenzierten Stammzellen zu erkennen. Unter (B) der Abbildung
(b) ist die Färbung der STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen dargestellt. Die Zellen, die
ohne LIF kultiviert worden sind, weisen einen differenzierten Zustand auf. Sie sind farblos
und ähneln den STAT3-YFP knock-in Stammzellen in Abwesenheit von LIF. Die Zugabe
von LIF für 48 Stunden ändert nichts an diesem Zustand. Die Zellen ähneln mehr diffe-
62
3. Ergebnisse
!"#"$%&'()*!%+,--,.) !"#"$%&'%&'()*!%+,--,.)
/)01')234)) /)01')234))
(a) Durchlichtaufnahmen
!"#"$%&'()*!%+,--,.)) !"#"$%&'%&'()*!%+,--,.)))
%/0'))
%/0'))
1)/0')234))
1)/0')234))
%/0'))
%/0'))
1)/0')234))
1)/0')234))
!" #"
(b) Alkalischer Phosphatase Test
Abbildung 3.10: Vergleich des Differenzierungszustandes der STAT3-YFP knock-in Stamm-
zellen mit STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen nach LIF-Zugabe
Unter (a) der Abbildung sind Durchlichtaufnahmen der Stammzellen dargestellt, die für 48 Stunden
in der Anwesenheit von LIF kultiviert wurden. Die Aufnahmen wurden mit dem Evos-Mikroskop ge-
macht.
Unter (b) ist das Resultat des alkalischen Phosphatase Test gezeigt. Die jeweiligen Stamm-
zellen wurden für 48 Stunden ohne oder mit LIF kultiviert und anschließend mit dem alkaline
Phosphatase-Kit behandelt. Die Rotfärbung der Zellen weist auf einen undifferenzierten Zustand
der Stammzellen hin. Die Bilder wurden mit der AxioCam aufgenommen.
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renzierten Stammzellen als undifferenzierten. Sie weisen keine roten, runden Kolonien
auf wie die STAT3-YFP knock-in Stammzellen nach Zugabe von LIF.
Zusammenfassend kann man sagen, dass in Anwesenheit von STAT3-YF-YFP der un-
differenzierte Zustand der Stammzellen durch Zugabe von LIF nicht aufrecht erhalten
werden kann. Die Aktivität von STAT3, die für den undifferenzierten Zustand notwendig
ist, scheint durch das Vorhandensein der STAT3-YF-Mutante in den Zellen reduziert zu
sein. Dieser inhibierende Effekt ist in der Literatur als dominant-negativ beschrieben. Bei
den STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen führt bereits die endogene Expression von
STAT3-YF zur Differenzierung der Zellen trotz Anwesenheit von LIF.
3.3.3 Dominant-negative Wirkung von STAT3-YF in induzierbaren
Hek-Zellen
Das Vorhandensein von endogen exprimiertem STAT3-YF-YFP in den Stammzellen führt
zur Beeinflussung der STAT3-Aktivität, was sich dadurch zeigt, dass diese Zellen in An-
wesenheit von LIF nicht undifferenziert wachsen können. Basierend auf dieser Beobach-
tung stellte sich die Frage, wie und an welcher Stelle die STAT3-YF-Mutante im STAT3-
Signalweg dominant-negativ wirkt. Ein genauer Mechanismus ist in der Literatur nicht
beschrieben. Um dieser Fragestellung experimentell besser nachgehen zu können, wur-
de STAT3-YF-YFP stabil ins Genom von induzierbaren Hek-Zellen integriert, die eben-
falls endogenes STAT3 exprimieren. Die Expression von STAT3-YF-YFP erfolgt in den
Hek-Zellen Doxyzyklin-abhängig und kann durch die Zugabe des Antibiotikums in das
Zellkulturmedium induziert werden.
In diesem Versuch wurde untersucht, ob der dominant-negative Effekt von STAT3-YF-
YFP in Hek-Zellen nachweisbar ist. Dafür wurden stabil transfizierte STAT3-YF-YFP Hek-
Zellen 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin induziert und anschließend mit 20 ng/ml IL-6
und 1 µg/ml sIL-6Rα für 60 Minuten stimuliert. Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht
mit Doxyzyklin behandelt, sondern nur stimuliert wurden. In den nicht-induzierten Hek-
Zellen sollte kein STAT3-YF-YFP vorliegen. Anschließend wurde die RNA aus den Zellen
isoliert und real-time-PCR-Analysen mittels Taqman R©PCR durchgeführt, um die mRNA-
Expression von SOCS3 in den Zellen zu untersuchen. SOCS3 ist ein bekanntes Zielgen
von STAT3, welches als feedback -Inhibitor in den STAT3-Signalweg eingreift.
Abbildung 3.11 zeigt das Ergebnis der SOCS3 mRNA-Expression in Ab- und Anwesen-
heit von STAT3-YF-YFP nach IL-6-Stimulation für 60 Minuten. In nicht-induzierten Zel-
len ist der SOCS3 mRNA-Expressionslevel ohne Stimulation sehr gering. Die Zugabe
von 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL6-Rα führt zu einer deutlichen Erhöhung der SOCS3
mRNA-Expression in den Zellen. Die Erhöhung der SOCS3 mRNA-Expression beruht
auf der Aktivierung von STAT3 nach Stimulation und der anschließenden Induktion des
STAT3-Zielgens. Dieser Wert wurde als 100% Expression festgelegt. Im Vergleich da-
zu ist die Expression der SOCS3 mRNA in den Doxyzyklin-induzierten Zellen, in denen
STAT3-YF-YFP vorliegt, um 66% reduziert.
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Abbildung 3.11: SOCS3 mRNA-Expression in Ab- und Anwesenheit von STAT3-YF-YFP nach
IL-6-Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-YFP Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin in-
duziert. Als Kontrolle dienten nicht-induzierte Hek-Zellen. Anschließend erfolgte die Stimulation
mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für 60 Minuten. Die RNA wurde isoliert und real-time-
PCR-Analysen der SOCS3 mRNA-Expression mittels Taqman R©PCR durchgeführt. Das Balken-
diagramm zeigt die Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen mit Standardabweichungen.
Das Ergebnis zeigt, dass das Vorhandensein der STAT3-YF-Mutante in den stabil transfi-
zierten Hek-Zellen einen starken negativen Einfluss auf die STAT3-induzierte Genexpres-
sion von SOCS3 hat. Für die weiteren Untersuchungen, die zur Aufklärung des dominant-
negativen Mechanismus der STAT3-YF-Mutante führen sollten, wurden die induzierbaren
stabil transfizierten Hek-Zellen verwendet.
3.3.4 Verminderte Anreicherung von STAT3 im Kern nach IL-6-Stimulation
in Anwesenheit von STAT3-YF-YFP
Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Frage, wie und an welcher Stelle STAT3-
YF-YFP im STAT3-Signalweg negativ auf die endogene STAT3-Aktivität wirkt. Um die-
se Frage zu beantworten, wurde als erstes der Einfluss der STAT3-YF-Mutante auf die
Kernanreicherung von STAT3 nach IL-6-Stimulation untersucht. Hekgp80-Zellen wurden
hierfür auf coverslips ausgesät und am nächsten Tag mit STAT3-YF-YFP und STAT3-
CFP ko-transfiziert. Die Untersuchung erfolgte am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop
Zeiss LSM 510 mit lebenden Zellen in einer speziellen live-cell-Kammer, welche kon-
stante Bedingungen von 37◦C und 5% CO2 bot. Es wurden Aufnahmen der Zellen vor
Stimulation sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Stimulation mit 20 ng/ml IL-6
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Abbildung 3.12: Einfluss von STAT3-YF-YFP auf die Kernanreicherung von STAT3-CFP nach
IL-6-Stimulation
Hekgp80-Zellen wurden auf coverslips ausgesät und mit STAT3-YF-YFP sowie STAT3-CFP ko-
transfiziert. Es wurden Aufnahmen vor sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach IL-6-Stimulation
gemacht.
Die obere Reihe der Abbildung zeigt unstimulierte Zellen. Die STAT3-YF-Mutante ist im YFP-Kanal
sichtbar, cyan-fluoreszierendes STAT3 im CFP-Kanal. Das rechte Bild zeigt eine Überlagerung aus
beiden Kanälen.
In der unteren Reihe der Abbildung sind Aufnahmen von Zellen dargestellt, die mit 20 ng/ml IL-6
für 60 Minuten stimuliert wurden. Die Anreicherung von STAT3-CFP im Kern einer Zelle, die kein
STAT3-YF-YFP exprimiert, ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Aufnahmen wurden am konfo-
kalen Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 510 mit lebenden Zellen gemacht.
gemacht.
Abbildung 3.12 zeigt Aufnahmen der Zellen im unstimulierten Zustand (obere Reihe) und
nach 60 Minuten IL-6-Stimulation (untere Reihe). Die gelb-fluoreszierende STAT3-YF-
Mutante ist im YFP-Kanal sichtbar, cyan-fluoreszierendes STAT3 im CFP-Kanal. Im rech-
ten Bild sind beide Kanäle überlagert. In Abwesenheit eines Stimulus sind STAT3-YF-YFP
und STAT3-CFP sowohl im Zytoplasma als auch im Kern der Zellen verteilt. Nach Stimu-
lation mit IL-6 reichert sich STAT3-CFP in den Zellen ohne STAT3-YF-YFP im Zellkern
an (mit Pfeil gekennzeichnet). Alle anderen Zellen weisen keine nukleäre Translokati-
on von STAT3-CFP auf. Die Zugabe von IL-6 verändert die intrazelluläre Verteilung von
STAT3-YF-YFP nicht. In stimulierten Zellen reichert sich STAT3-YF-YFP nicht im Kern der
Zellen an. Auffallend dabei ist, dass der Grad der STAT3-CFP Kernanreicherung abhän-
gig zu sein scheint von der Menge STAT3-YF-YFP in den Zellen, d.h. je mehr Mutante
in der Zelle vorhanden ist, desto weniger STAT3-CFP reichert sich im Kern an. Dies ist
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im CFP-Kanal deutlich sichtbar: In der Zelle, in der keine STAT3-YF-Mutante exprimiert
wird, reichert sich STAT3-CFP im Zellkern an (mit Pfeil gekennzeichnet). In der daneben
liegenden Zelle ist in Gegenwart geringer Mengen STAT3-YF-YFP keine eindeutige An-
reicherung von STAT3-CFP im Kern erkennbar. Zum Teil sind aber nuclear bodies sicht-
bar. In der Zelle mit starker STAT3-YF-YFP-Expression ist keine Kernanreicherung von
STAT3-CFP zu beobachten. Cyan-fluoreszierendes STAT3 ist hauptsächlich im Zytoplas-
ma der Zelle sichtbar, genauso wie STAT3-YF-YFP.
Die Aufnahmen zeigen, dass STAT3-YF-YFP die nukleäre Translokation von STAT3-CFP
nach IL-6-Stimulation negativ beeinflusst. Je mehr Mutante in der Zelle vorliegt, desto
weniger STAT3-CFP reichert sich im Zellkern an. Die STAT3-YF-Mutante selber reichert
sich nicht im Kern stimulierter Zellen an.
3.3.5 Bindung von STAT3-YF-YFP an gp130 führt zur Reduzierung der en-
dogenen STAT3-Phosphorylierung
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob neben der reduzierten Kernanreicherung von
STAT3 in Anwesenheit der STAT3-YF-Mutante ebenfalls eine verminderte STAT3-Phos-
phorylierung vorliegt. Die Phosphorylierung von STAT3 an Y705 ist essentiell für die An-
reicherung im Kern und die Induktion der Expression von STAT3-Zielgenen nach Stimu-
lation.
Für die Untersuchung wurden stabil transfizierte STAT3-YF-YFP Hek-Zellen 5 Stunden
mit verschiedenen Konzentrationen Doxyzyklin induziert. Anschließend erfolgte die Sti-
mulation mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für 0, 15, 30 und 60 Minuten. Die Zellen
wurden lysiert und die Lysate im Westernblot analysiert.
In der Abbildung 3.13 ist die STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation in Anwesen-
heit von steigenden Expressionsleveln STAT3-YF-YFP dargestellt. Als Kontrolle dienten
Zellen, welche nicht mit Doxyzyklin induziert, sondern nur 30 Minuten mit IL-6 stimu-
liert wurden. Nach Stimulation liegt STAT3 phosphoryliert in diesen Zellen vor. Die Zuga-
be von unterschiedlichen Mengen Doxyzyklin ins Zellkulturmedium führt zur Expression
von STAT3-YF-YFP in den Zellen. In der STAT3-Färbung erkennt man einen deutlichen
konzentrationsabhängigen Anstieg der STAT3-YF-YFP Proteinmenge nach 5, 10 und 20
ng/ml Doxyzyklin-Zugabe. Im unstimuliertem Zustand liegt kein phosphoryliertes STAT3
in den Zellen vor. Die Stimulation mit IL-6 für 15 Minuten führt zur Phosphorylierung von
endogenem STAT3. Diese Phosphorylierung ist auch nach 30 und 60 Minuten Stimula-
tion sichtbar. Das Maximum der Phosphorylierung ist nach 30 Minuten IL-6-Stimulation
erreicht. STAT3-YF-YFP ist nicht phosphoryliert. Vergleicht man den Phosphorylierungs-
grad von STAT3 in der Anwesenheit von STAT3-YF-YFP untereinander, so ist nach Zu-
gabe von 10 ng/ml oder besser 20 ng/ml Doxyzyklin eine deutliche Reduzierung der en-
dogenen STAT3-Phosphorylierung sichtbar. Die STAT3-Färbung weist auf gleiche Prote-
inmengen von endogenem STAT3 in den Zellen hin.
Zusätzlich zu der STAT3-Phosphorylierung wurde der Einfluss der STAT3-YF-Mutante
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Abbildung 3.13: Einfluss der STAT3-YF-Mutante auf die Phosphorylierung von endogenem
STAT3 und ERK1/2 nach IL-6-Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-YFP Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit 5, 10 und 20 ng/ml Doxyzy-
klin induziert. Als Kontrolle dienten Zellen ohne Doxyzyklin-Zugabe. Die Zellen wurden anschlie-
ßend mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Die Zellen
wurden lysiert und die Lysate im Westernblot analysiert. Für die Detektion von pSTAT3, STAT3,
pERK1/2, ERK1/2 und GAPDH wurden spezifische Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000
verwendet.
auf die ERK1/2-Phosphorylierung untersucht, da die Stimulation mit IL-6 auch zu ei-
ner Aktivierung des MAPK-Signalwegs führt. Nach IL-6-Stimulation sind zwei deutliche
Banden sichtbar, welche die Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 widerspiegeln. Im
unstimulierten Zustand ist eine basale ERK1/2-Phosphorylierung sichtbar. Es scheint,
dass die Phosphorylierung von ERK1/2 in den Zellen ansteigt, in denen die STAT3-
Phosphorylierung reduziert ist. Die ERK-Färbung zeigt eine gleichmäßige Expression
des Proteins in den Zellen. Die GAPDH-Färbung dient als Ladungskontrolle.
Basierend auf den zuvor beschriebenen Beobachtungen wurde im nächsten Schritt un-
tersucht, auf welche Weise die STAT3-YF-Mutante einen negativen Einfluss auf die en-
dogene STAT3-Phosphorylierung ausüben kann. Eine Möglichkeit wäre, dass die STAT3-
Mutante nach Stimulation genauso wie endogenes STAT3 an den gp130-Rezeptor binden
kann und dadurch eine Konkurrenz um Bindestellen am Rezeptor auftritt.
Zur Untersuchung der Rezeptor-Bindung wurden Peptid-Präzipitationen durchgeführt.
Dafür wurde ein biotinyliertes gp130-Peptid verwendet, welches das phosphorylierte Ty-
rosin 767 des gp130-Rezeptors enthält. Es ist bekannt, dass STAT3 nach Stimulation
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Abbildung 3.14: Bindung der STAT3-YF-Mutante an phosphoryliertes Tyrosin 767 des
gp130-Rezeptor-Peptids
Hekgp80-Zellen wurden mit STAT3-YFP, STAT3-YF-YFP oder STAT3-R609Q-YFP transfiziert. Die
Zellen wurden 30 Minuten mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert, lysiert und mit einem biotinylierten gp130-
Rezeptor-Peptid, welches an Neutravidin-Sepharose gekoppelt war, über Nacht inkubiert. Die Bin-
dung von STAT3 an das Peptid wurde mittels Westernblot analysiert, ebenso das Vorhandensein
der transfizierten STAT3-Konstrukte in den verwendeten Lysaten. Für die Detektion von STAT3
wurde ein spezifischer Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 verwendet. Als Kontrollen
dienten Ansätze mit Sepharose in Lysispuffer (K1), Sepharose mit gekoppeltem Peptid in Lysis-
puffer (K2) sowie Sepharose in Zell-Lysat (K3).
an das phosphorylierte Tyrosin 767 mittels seiner SH2-Domäne binden kann [120]. Für
die Durchführung wurde das biotinylierte Peptid an Neutravidin-Sepharose gekoppelt.
Hekgp80-Zellen wurden mit STAT3-YFP oder STAT3-YF-YFP transfiziert. Zusätzlich wur-
den Zellen verwendet, welche mit STAT3-R609Q-YFP transfiziert wurden. Dieses STAT3-
Protein weist eine Punktmutation in der SH2-Domäne auf und dient in diesem Fall als
Negativkontrolle. Es folgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 für 30 Minuten oder Zellen
wurden unstimuliert belassen. Die Zellen wurden anschließend lysiert und die Lysate mit
der Peptid-gekoppelten Sepharose inkubiert. Die Bindung an das Peptid wurde mittels
Westernblot analysiert.
Abbildung 3.14 stellt das Resultat der Peptid-Präzipitation dar. Es ist deutlich eine Bin-
dung von STAT3-YFP an phosphoryliertes Tyrosin 767 des gp130-Rezeptor-Peptids nach-
weisbar. Da das verwendete Peptid phosphoryliertes Tyrosin 767 enthält, ist auch in un-
stimulierten Zellen eine eindeutige Bande zu erkennen. Die Mutante STAT3-YF-YFP kann
ebenfalls an phosphoryliertes Tyrosin 767 des gp130-Rezeptor-Peptids binden. Es ist je-
weils eine deutliche Bande im unstimulierten bzw. stimulierten Ansatz zu erkennen. Es
sind keine auffallenden Unterschiede zwischen den Ansätzen mit STAT3-YFP und STAT3-
YF-YFP sichtbar. Im Falle von STAT3-R609Q-YFP sieht man nur sehr schwache Banden.
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Neben dem Resultat der Peptid-Präzipitation wurden die in dem Versuch verwendeten
Zell-Lysate im Westernblot auf das Vorhandensein der transfizierten STAT3-Konstrukte
getestet.
Die Ergebnisse zeigen, dass die STAT3-YF-Mutante einen negativen Einfluss auf die en-
dogene STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation hat. Durch Peptid-Präzipitationen
wurde deutlich, dass die Mutante genauso wie STAT3 an das phosphorylierte Tyrosin 767
des gp130-Rezeptors binden kann. Das Vorhandensein von Phenylalanin an Stelle von
Tyrosin 705 scheint keinen negativen Einfluss auf die Rezeptor-Bindung nach Stimulati-
on zu haben. Die Möglichkeit einer dauerhaften Bindung der STAT3-YF-Mutante an den
gp130-Rezeptor auf der Plasmamembran aufgrund fehlender Tyrosin-Phosphorylierung
und einer dadurch verhinderten Ablösung vom Rezeptor konnte nicht beobachtet werden.
3.3.6 Heterodimer-Bildung von STAT3-YF-YFP mit endogenem STAT3 vor
und nach IL-6-Stimulation
Der im vorher gehenden Absatz beschriebene negative Einfluss von STAT3-YF auf die
Phosphorylierung von endogenem STAT3 nach IL-6-Stimulation durch einen eventuell
auftretenden Konkurrenzkampf um Bindestellen am gp130-Rezeptor stellt eine Möglich-
keit dar wie die STAT3-YF-Mutante dominant-negativ wirken könnte. Eine weitere Mög-
lichkeit wurde von Kaptein et al. [68] vorgeschlagen und betrifft die Heterodimer-Bildung
zwischen der Mutante und endogenem STAT3, wodurch ein inaktives Dimer entstehen
würde.
Im nächsten Schritt wurde die Heterodimer-Bildung zwischen endogenem STAT3 und
der STAT3-YF-Mutante im nativen Gel sowie mit Hilfe von Immun-Präzipitationen un-
tersucht. Für den Nachweis im nativen Gel wurden Hekgp80-Zellen mit verschiedenen
YFP-fluoreszierenden STAT3-Konstrukten transfiziert. Die Zellen wurden mit 20 ng/ml
IL-6 stimuliert und anschließend lysiert. Die Lysate wurden unter nicht-denaturierenden
Bedingungen auf ein 4-16%-iges Gradientengel aufgetragen. Die Detektion der Fluores-
zenz im Gel erfolgte am Typhoon-Scanner (Abb. 3.15).
Unter nicht-denaturierenden Bedingungen ist in Zellen, die mit STAT3-YFP transfiziert
wurden, unabhängig von der IL-6-Stimulation eine untere Bande im Gel zu erkennen. Da-
bei handelt es sich um STAT3-YFP Monomere. Nach IL-6-Stimulation für 30 Minuten sind
zwei Banden weiter oben im Gel zu erkennen (mit Pfeilen gekennzeichnet). Dabei kann
es sich bei der oberen Bande um STAT3-YFP Homodimere handeln. Die untere Ban-
de könnte Heterodimere zwischen STAT3-YFP und endogenem nicht-fluoreszierendem
STAT3 darstellen. Endogene STAT3-Homodimere sind in dem Gel nicht sichtbar, da nur
fluoreszierende Proteine detektiert werden. In unstimulierten Zellen sieht man das gleiche
Bandenmuster. Auch hier sind Monomere sowie Dimere sichtbar, welche als präformierte
Dimere bezeichnet werden.
Vergleicht man die eben beschriebenen Ansätze mit den Zellen, die STAT3-YF-YFP ex-
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Abbildung 3.15: Monomer- und Dimer-Bildung der STAT3-YF-YFP-Mutante
Hekgp80-Zellen wurden mit STAT3-YFP, STAT3-YF-YFP oder STAT3-R609Q-YFP transfiziert und
30 Minuten mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und unter nicht-denaturierenden
Bedingungen auf ein 4-16%-iges Gradientengel aufgetragen. Die Detektion von fluoreszierendem
STAT3 erfolgte am Typhoon-Scanner. Homo- bzw. Heterodimere sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
primieren, so ist ein ähnliches Bandenmuster zu beobachten. Im unteren Teil des Gels
sind Monomere erkennbar. Weiter oben sieht man vor oder nach IL-6-Stimulation jeweils
zwei Banden, welche STAT3-YF-YFP Homodimere und STAT3-YF-YFP Heterodimere mit
endogenem nicht-fluoreszierendem STAT3 darstellen können. In Zellen, die mit STAT3-
R609Q-YFP transfiziert wurden, sind nur Monomere sichtbar.
Das Resultat gibt erste Hinweis darauf, dass die STAT3-YF-Mutante genauso wie STAT3
Dimere vor und nach Stimulation bildet. Dabei kann es sich um Homodimere sowie He-
terodimere mit endogenem STAT3 handeln.
Als weiteren Schritt sollte mit Immun-Präzipitationen (IP) das Resultat des nativen Gels
bestätigt und gezeigt werden, dass STAT3-YF-YFP Heterodimere mit endogenem STAT3
bilden kann, und so eventuell die STAT3-Aktivität inhibiert. Zum einen wurden IPs mit dem
pY705-STAT3-Antikörper durchgeführt, welcher nach Stimulation an endogenes phos-
phoryliertes STAT3 binden kann. Die Interaktion von STAT3-YF-YFP mit phosphorylier-
tem STAT3 konnte mit einem zusätzlichen STAT3-Antikörper im Westernblot analysiert
werden. Von Vorteil ist hier die Tatsache, dass STAT3-YF nicht an Y705 phosphory-
liert werden kann. Bei der zweiten IP wurde ein GFP-Antikörper verwendet, welcher an
die fluoreszierende STAT3-YF-Mutante binden konnte. Mit einem zusätzlichen STAT3-
Antikörper wurde die Interaktion mit nicht-fluoreszierendem STAT3 untersucht.
Für die IP mit dem pY705-STAT3-Antikörper, welche in der Abbildung 3.16 unter (A) dar-
gestellt ist, wurden stabil transfizierte STAT3-YF-YFP Hek-Zellen verwendet. Die Zellen
wurden 5 Stunden mit 10 ng/ml bzw. 20 ng/ml Doxyzyklin induziert, anschließend erfolg-
te die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 und 1µg/ml sIL-6Rα für 30 Minuten. Zusätzlich wur-
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den stabil transfizierte Zellen verwendet, welche nicht induziert, sondern nur 30 Minuten
stimuliert wurden. Die Analyse der verschiedenen Ansätze erfolgte mittels Westernblot
unter Verwendung eines spezifischen Antikörpers für STAT3. Als zusätzlicher Marker für
die Zuordnung der richtigen Bandenhöhe wurde ein Lysat von STAT3-YF-YFP Hek-Zellen
aufgetragen (K1), welches nicht in der IP verwendet wurde. Unter (B) der Abbildung ist
die IP mit dem GFP-Antikörper dargestellt. Hierfür wurden Hekgp80-Zellen mit verschie-
denen STAT3-Konstrukten transfiziert. Die Zellen wurden mit 20 ng/ml IL-6 für 30 Minuten
stimuliert. Auch hier erfolgte die Analyse im Westernblot unter Verwendung spezifischer
Antikörper.
Unter (A) der Abbildung ist in nicht-induzierten stabil transfizierten Zellen nach Stimula-
tion eine Bande zu erkennen, die auf Höhe von endogenem STAT3 läuft. Dabei handelt
es sich um phosphoryliertes STAT3. Im unstimuliertem Zustand sind keine oder nur sehr
schwache Banden zu erkennen. In Zellen, welche mit 10 ng/ml bzw. 20 ng/ml Doxyzyklin
für 5 Stunden induziert wurden, ist nach Stimulation ebenfalls dieselbe Bande sichtbar.
Es ist zusätzlich eine weitere Bande zu erkennen, die im Gel höher läuft. Vergleicht man
die Höhe der Bande mit dem dargestellten Bandenmuster in K1, so handelt es sich dabei
um STAT3-YF-YFP. Die obere Bande ist in Zellen ohne Doxyzyklin-Zugabe nicht zu erken-
nen. Es scheint, dass sich die detektierbare Phosphorylierung von endogenem STAT3 mit
steigenden Proteinmengen STAT3-YF-YFP in den Zellen reduziert. Zusätzlich wurden die
in der IP eingesetzten Lysate im Westernblot mit einem spezifischen STAT3-Antikörper
getestet.
Unter (B) der Abbildung ist das Resultat der IP mit dem GFP-Antikörper und transfizier-
ten Hekgp80-Zellen dargestellt. Für den Versuch wurde zusätzlich nicht-fluoreszierendes
STAT3 in die Zellen transfiziert, da vorherige Analysen verdeutlichten, dass die Detekti-
on von endogenem STAT3 in der IP nicht eindeutig ist. Der ebenfalls abgebildete Wes-
ternblot zeigt die STAT3-Proteinmengen in den verwendeten Lysaten. Dabei handelt es
sich bei Ansatz 1 um untransfizierte Hekgp80-Zellen, bei Ansatz 2 um Zellen mit zu-
sätzlich transfiziertem STAT3, bei Ansatz 3 um Zellen mit transfiziertem STAT3-YF-YFP
und bei Ansatz 4 um Hekgp80-Zellen transfiziert mit STAT3 und STAT3-YF-YFP vor und
nach Stimulation. Die STAT3-Färbung nach der GFP-IP zeigt, dass in den Ansätzen 3
und 4 die STAT3-YF-YFP-Mutante eindeutig vorliegt. Zusätzlich kann man bei Ansatz 4
vor und nach IL-6-Stimulation nicht-fluoreszierendes STAT3 erkennen. Die Detektion mit
einem pSTAT3-Antikörper verdeutlicht, dass es sich dabei um phosphoryliertes STAT3
handelt. Die IP zeigt, dass nach IL-6-Stimulation Heterodimere zwischen STAT3-YF-YFP
und STAT3 in den Zellen vorliegen. Dies ist auch in unstimulierten Zellen zu beobachten.
Die beschriebenen Ergebnisse verdeutlichen, dass die STAT3-YF-Mutante Homodimere
sowie Heterodimere mit endogenem STAT3 ausbildet. Diese Dimere sind vor und nach
IL-6-Stimulation sichtbar. Die Ausbildung der Heterodimere nach Stimulation könnte bei
der Ausübung des dominant-negativen Einflusses eine wesentliche Rolle spielen. Zu-
sätzlich sollten aber auch präformierte Dimere vor Stimulation berücksichtigt werden und
bezüglich des dominant-negativen Einflusses überprüft werden.
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Abbildung 3.16: Interaktion von STAT3-YF-YFP mit STAT3
(A) Stabil transfizierte STAT3-YF-YFP Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit 10 ng/ml oder 20 ng/ml
Doxyzyklin induziert. Zusätzlich wurden unbehandelte Zellen verwendet. Die Zellen wurden 30
Minuten mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα stimuliert, lysiert und die Lysate in der IP unter
Verwendung eines pY705-STAT3-Antikörpers eingesetzt. Die Analyse erfolgte mittels Westernblot.
Ein Lysat von stabil transfizierten STAT3-YF-YFP Hek-Zellen diente als Größenstandard für die
Zuordnung der Banden (K1). Für die Detektion wurde ein spezifischer STAT3-Antikörper in einer
Verdünnung von 1:1000 verwendet.
(B) Hekgp80-Zellen wurden mit STAT3 transfiziert (Ansatz 2), mit STAT3-YF-YFP (Ansatz 3) oder
mit beiden Konstrukten zusammen (Ansatz 4). Außerdem wurden untransfizierte Zellen verwendet
(Ansatz 1). Die Zellen wurden 30 Minuten mit IL-6 stimuliert, lysiert und in der IP unter Verwendung
eines GFP-Antikörpers eingesetzt. Als Kontrollen für die IP dienten Sepharose in Lysispuffer (K1),
Sepharose und GFP-Antikörper in Lysispuffer (K2) und Sepharose in Zell-Lysat (K3). Die Analyse
erfolgte mittels Westernblot unter Verwendung spezifischer Antikörper für pSTAT3, STAT3 und GFP
in einer Verdünnung von 1:1000.
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3.3.7 Die N-terminale Domäne von STAT3-YF ist wichtig für den dominant-
negativen Effekt
Im nächsten Schritt wurde sich intensiver mit den Stimulations-unabhängigen präformier-
ten Dimeren beschäftigt (siehe Abschnitt 3.3.6). Hierbei stellte sich die Frage, ob präfor-
mierte Dimere zwischen STAT3-YF-YFP und endogenem STAT3 eine wichtige Rolle bei
der Ausübung des dominant-negativen Effekts spielen.
Von Vogt et al. [78] wurde gezeigt, dass die N-terminale Domäne von STAT3 essenti-
ell für die Ausbildung von präformierten, unphosphorylierten Dimeren ist. Aus diesem
Grund wurde ein Konstrukt zur Expression von STAT3-YF-YFP ohne N-terminale Do-
mäne hergestellt (STAT3-YF-∆N-YFP). Mit dieser Deletionsmutante wurde überprüft, ob
die N-terminale Domäne von STAT3-YF eine bedeutende Rolle bei der Ausübung des
dominant-negativen Effekts spielt.
Im ersten Schritt wurde im nativen Gel getestet, ob STAT3-YF-YFP ohne N-terminale Do-
mäne noch präformierte Dimere ausbildet. Für den Versuch wurden Hekgp80-Zellen mit
verschiedenen Konstrukten von fluoreszierendem STAT3 transfiziert. Die Zellen wurden
30 Minuten mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert und anschließend lysiert. Die Lysate wurden unter
nicht-denaturierenden Bedingungen auf ein 4-16%-iges Gel aufgetragen. Die Detektion
der YFP-Fluoreszenz erfolgte mit dem Typhoon-Scanner. Das Resultat des nativen Gels
ist in Abbildung 3.17 gezeigt.
In den Zellen, welche mit STAT3-YFP transfiziert wurden, ist eine Bande im unteren Teil
des Gels zu sehen und zwei Banden, die weiter oben im Gel laufen. Bei den unteren
Banden handelt es sich wie bereits in der Abbildung 3.15 gezeigt, um Monomere. Die
oberen Banden stellen STAT3-YFP Homodimere und STAT3-YFP Heterodimere mit endo-
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Abbildung 3.17: STAT3-YF-∆N-YFP bildet keine Dimere vor und nach IL-6-Stimulation
Hekgp80-Zellen wurden mit verschiedenen fluoreszierenden STAT3-Konstrukten transfiziert. Die
Zellen wurden 30 Minuten mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert und anschließend lysiert. Die Lysate wur-
den unter nicht-denaturierenden Bedingungen auf ein 4-16%-iges Gradientengel aufgetragen. Die
Detektion der YFP-Fluoreszenz erfolgte am Typhoon-Scanner. Homo- bzw. Heterodimere sind mit
Pfeilen gekennzeichnet.
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genem STAT3 dar. Die gleichen Banden sind in Zellen mit STAT3-YF-YFP sichtbar. Auch
hier sind Dimere vor und nach Stimulation zu beobachten. In den Ansätzen mit STAT3-
YF-∆N-YFP läuft die Monomer-Bande im Gel niedriger im Vergleich zu der Monomer-
Bande von STAT3-YF-YFP. Dies ist mit der fehlenden N-terminalen Domäne zu erklä-
ren. Vor und nach Stimulation sind keine Banden im oberen Teil des Gels zu erkennen.
Dies bestätigt, dass die N-terminale Domäne von STAT3 wichtig für die Ausbildung von
präformierten Dimeren ist. Zum Vergleich wurden Zellen mit STAT3-∆N-YFP transfiziert
und die Monomer-Bande auf gleicher Höhe wie STAT3-YF-∆N-YFP detektiert. Im un-
stimulierten Zustand sind keine Banden im oberen Teil des Gels zu erkennen, jedoch ist
nach IL-6-Stimulation eine deutliche Bande sichtbar. Diese Bande entspricht Dimeren, die
sich nach Stimulation über Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktionen bilden. STAT3-
R609Q-YFP liegt nur als Monomer vor. Das native Gel zeigt, dass STAT3-YF-YFP ohne
N-terminale Domäne keine präformierten Dimere ausbilden kann. Die Deletionsmutante
eignete sich somit für die weiteren Untersuchungen, in denen die Auswirkungen einer
fehlenden Prädimerisierung von STAT3-YF auf den dominant-negativen Effekt analysiert
wurden.
Im nächsten Schritt wurde der dominant-negative Effekt von STAT3-YF-∆N-YFP auf die
STAT3-induzierte Genexpression von SOCS3 untersucht. Für den Versuch wurde das
STAT3-YF-∆N-YFP Konstrukt stabil ins Genom von induzierbaren Hek-Zellen integriert.
Die stabil transfizierten Zellen wurden 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin induziert und
anschließend mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für 60 Minuten stimuliert. Als Kon-
trolle dienten Zellen, die nicht mit Doxyzyklin induziert, sondern nur mit IL-6 stimuliert
wurden. Die RNA der Zellen wurde isoliert und real-time-PCR-Analysen mittels Taqman R©
PCR durchgeführt, um die mRNA-Expression von SOCS3 in den Zellen zu quantifizieren.
In nicht-induzierten Zellen ist im unstimuliertem Zustand eine sehr geringe SOCS3 mRNA-
Expression messbar (Abb. 3.18). Nach Zugabe von IL-6 für 60 Minuten steigt die SOCS3
mRNA-Expression deutlich an. Dieser Wert wurde als 100% mRNA-Expression festge-
legt. Vergleicht man nun die SOCS3 mRNA-Expression in Zellen, welche 5 Stunden mit
20 ng/ml Doxyzyklin induziert wurden, so ist nach IL-6-Stimulation nur eine leicht ver-
minderte Expression zu beobachten. Die SOCS3 mRNA-Expression in Anwesenheit von
STAT3-YF-∆N-YFP liegt bei ca. 84%.
STAT3-YF-YFP ohne N-terminale Domäne zeigt nur einen sehr geringen dominant-nega-
tiven Effekt im Vergleich zu STAT3-YF-YFP mit N-terminaler Domäne (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.18: SOCS3 mRNA-Expression in Ab- und Anwesenheit von STAT3-YF-∆N-YFP
Stabil transfizierte STAT3-YF-∆N-YFP Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin indu-
ziert. Als Kontrolle dienten stabil transfizierte Hek-Zellen, die nicht mit Doxyzyklin induziert wurden.
Anschließend erfolgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für 60 Minuten. Die
RNA wurde isoliert und real-time-PCR-Analysen der SOCS3-mRNA Expression mittels Taqman R©
PCR durchgeführt. Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen
mit Standardabweichungen.
3.3.8 Keine verminderte STAT3-Phosphorylierung in Anwesenheit von
STAT3-YF-∆N-YFP nach IL-6-Stimulation
Als nächstes wurde getestet, ob STAT3-YF-∆N-YFP trotz des eben beschriebenen schwa-
chen dominant-negativen Effekts, einen Einfluss auf die Phosphorylierung von endoge-
nem STAT3 nach IL-6-Stimulation hat. Für den Versuch wurden stabil transfizierte STAT3-
YF-∆N-YFP Hek-Zellen 5 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen Doxyzyklin indu-
ziert. Anschließend erfolgte die Stimulation der Zellen mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml
sIL-6Rα für 0, 15, 30 und 60 Minuten. Als Kontrolle wurden Hekgp80-Zellen 30 Minuten
mit IL-6 stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und die Lysate im Westernblot unter Verwen-
dung spezifischer Antikörper analysiert.
Abbildung 3.19 zeigt das Ergebnis des Westernblots. In den Hekgp80-Zellen ist nach 30
Minuten Stimulation
phosphoryliertes endogenes STAT3 detektierbar. Im unstimulierten Zustand liegt kein
phosphoryliertes STAT3 vor. Im Westernblot sind in den Ansätzen, welche mit 10 bzw. 20
ng/ml Doxyzyklin für 5 Stunden induziert wurden, ebenfalls pSTAT3-Banden nach Stimu-
lation sichtbar. STAT3-YF-∆N-YFP hat keinen erkennbaren Einfluss auf die Phosphory-
lierung von endogenem STAT3. Die Deletionsmutante selber ist nicht phosphoryliert. Als
76
3. Ergebnisse
!"#$%&'&()*+)*+,$-$".$/0123$456$$7.$28/$9:)7$
- 10 20 
Hek 
gp80 K1 
-   15   30  60 -   15   30  60 -   15   30   60 -    30 
pSTAT3 
STAT3  
GAPDH 
IL-6 + sIL-6R! (Min.) 
Dox (ng/ml)  5 h 
60 
STAT3-YF-!N-YFP  
Abbildung 3.19: Einfluss von STAT3-YF-∆N-YFP auf die endogene STAT3-Phosphorylierung
nach IL-6-Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-∆N-YFP Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit 10 bzw. 20 ng/ml Doxyzy-
klin induziert. Zusätzlich wurden nicht-induzierte stabil transfizierte Zellen sowie Hekgp80-Zellen
verwendet. Die Zellen wurden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für die angegebenen Zeit-
punkte stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und die Lysate im Westernblot analysiert. Für die
Detektion von pSTAT3, STAT3 und GAPDH wurden spezifische Antikörper in einer Verdünnung
von 1:1000 verwendet. Als zusätzliche Kontrolle wurde unter K1 ein Lysat der stabil transfizierten
STAT3-YF-YFP Hek-Zellen aufgetragen, welche 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin induziert und
anschließend 60 Minuten mit IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα stimuliert wurden.
zusätzliche Kontrolle wurde ein Lysat von stabil transfizierten STAT3-YF-YFP Hek-Zellen
aufgetragen (K1), welche 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin induziert und anschließend
60 Minuten mit IL-6 stimuliert wurden. Die Kontrolle zeigt die unter Abschnitt 3.3.5 be-
schriebene verminderte STAT3-Phosphorylierung in Anwesenheit von STAT3-YF-YFP. Es
ist ein deutlicher Unterschied zwischen der pSTAT3-Färbung in K1 und der Phosphory-
lierung von STAT3 in Gegenwart von STAT3-YF-YFP ohne N-terminale Domäne sichtbar.
Die STAT3-Färbung zeigt, dass in den Doxyzyklin-induzierten Zellen STAT3-YF-∆N-YFP
vorhanden ist im Gegensatz zu den Zellen ohne Doxyzyklin-Zugabe oder den Hekgp80-
Zellen. Die STAT3-Färbung zeigt außerdem, dass es sich bei der oberen Bande eindeutig
um STAT3-YF-YFP ohne N-terminale Domäne handelt, da diese Bande im Gel tiefer läuft
als die STAT3-YF-YFP Bande in K1. Die GAPDH-Färbung dient als Ladungskontrolle.
Die Anwesenheit von STAT3-YF-∆N-YFP beeinflusst die Phosphorylierung von endoge-
nem STAT3 nach IL-6-Stimulation nicht.
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3.3.9 STAT3-YF ohne N-terminale Domäne hat keinen negativen Einfluss
auf die Anreicherung von STAT3 im Kern nach IL-6-Stimulation
Die vorherigen Ergebnisse weisen daraufhin, dass STAT3-YF-∆N-YFP nicht dominant-
negativ agiert. Die Vermutung, dass die N-terminale Domäne von STAT3-YF eine we-
sentliche Rolle bei der Ausübung des dominant-negativen Effekts spielt, wurde bei Unter-
suchungen der Mutante mit dem konfokalen Laser scanning-Mikroskop bestätigt. Dabei
wurde die Kernanreicherung von STAT3-CFP in Anwesenheit von STAT3-YF-∆N-YFP
nach IL-6-Stimulation untersucht. Für den Versuch wurden Hekgp80-Zellen auf cover-
slips ausgesät und mit den beiden fluoreszierenden STAT3-Konstrukten ko-transfiziert.
Die Zellen wurden für 30 Minuten mit IL-6 stimuliert. Daraufhin erfolgte die Fixierung der
Zellen und die Analyse am Mikroskop.
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Abbildung 3.20: Kernanreicherung von STAT3-CFP in der Anwesenheit von STAT3-YF-∆N-
YFP nach IL-6-Stimulation
Hekgp80-Zellen wurden auf coverslips ausgesät und mit STAT3-YF-∆N-YFP und STAT3-CFP ko-
transfiziert. Es folgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 für 30 Minuten sowie die Fixierung der
Zellen.
Die obere Reihe der Abbildung zeigt unstimulierte Zellen. Die STAT3-YF-∆N-Mutante ist im YFP-
Kanal sichtbar, cyan-fluoreszierendes STAT3 im CFP-Kanal. Im rechten Bild sind beide Kanäle
überlagert.
In der unteren Reihe der Abbildung sind Aufnahmen stimulierter Zellen dargestellt. Die Auswertung
erfolgte am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 510.
In der oberen Reihe der Abbildung 3.20 sieht man die gelb-fluoreszierende STAT3-YF-
∆N-Mutante im YFP-Kanal, cyan-fluoreszierendes STAT3 erscheint im CFP-Kanal. Im
rechte Bild sind beide Kanäle überlagert. In unstimulierten Zellen ist sowohl STAT3-CFP
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als auch STAT3-YF-∆N-YFP gleichmäßig in den Zellen verteilt. Nach IL-6-Stimulation für
30 Minuten ist in der unteren Reihe der Abbildung eine deutliche Kernanreicherung von
STAT3-CFP zu erkennen. Die nukleäre Translokation von STAT3-CFP ist in allen trans-
fizierten Zellen sichtbar, unabhängig von der Menge der ebenfalls anwesenden STAT3-
YF-∆N-YFP Mutante. Die Deletionsmutante reichert sich nach IL-6 Stimulation nicht im
Kern an.
Das Resultat zeigt, dass STAT3-YF-YFP ohne N-terminale Domäne keinen negativen
Einfluss auf die Kernanreicherung von STAT3-CFP hat. Es ist auch kein negativer Effekt
auf Ebene der endogenen STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation sichtbar. Die-
se Ergebnisse weisen daraufhin, dass die N-terminale Domäne bzw. präformierte Dimere
wichtig für die Ausübung des dominant-negativen Effekts von STAT3-YF sind.
3.3.10 Die Ausübung des dominant-negativen Effekts ist unabhängig von
der Lokalisation der STAT3-YF-Mutante in der Zelle
STAT3-YF, welches durch eine Punktmutation an Position 705 die Aminosäure Phenylala-
nin anstelle eines Tyrosins besitzt, reichert sich nach Stimulation nicht im Kern der Zellen
an im Gegensatz zu STAT3, welches an Tyrosin 705 phosphoryliert werden kann. Diese
Beobachtung wirft die Frage auf, ob die STAT3-YF-Mutante unter anderem dominant-
negativ agiert, weil sie nach Stimulation im Zytoplasma bleibt und durch Heterodimer-
Bildung mit endogenem STAT3 dieses eventuell von der Kernanreicherung abhält (Abb.
3.12). Im nächsten Schritt wurde deshalb überprüft, ob die STAT3-YF-Mutante noch einen
negativen Effekt auf die endogene STAT3-Aktivität ausüben kann, wenn die Mutante aus-
schließlich im Kern der Zelle vorliegt. Für die Untersuchungen wurde STAT3-YF-YFP mit
einer NLS (nuclear localisation sequence) hergestellt und dieses stabil ins Genom von
induzierbaren Hek-Zellen integriert.
Der dominant-negative Einfluss der sich nun im Zellkern befindenden STAT3-YF-Mutante
wurde auf RNA-Ebene untersucht. Die stabil transfizierten Hek-Zellen wurden für 5 Stun-
den mit 20 ng/ml Doxyzyklin behandelt, um die Expression der Mutante in den Zellen zu
induzieren. Anschließend erfolgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα
für 60 Minuten. Als Kontrolle wurden nicht-induzierte stabil transfizierte Hek-Zellen ver-
wendet, die mit IL-6 stimuliert wurden. Die RNA der Zellen wurde isoliert und real-time-
PCR-Analysen mittels Taqman R© PCR durchgeführt, um die SOCS3 mRNA-Expression
in den Zellen zu ermitteln. In unstimulierten Zellen, die nicht mit Doxyzyklin induziert
wurden, ist eine geringe SOCS3 mRNA-Expression detektierbar, welche aber nach 60
Minuten IL-6-Stimulation sehr stark ansteigt (Abb. 3.21). Dieser Wert, in Abwesenheit der
Mutante, wurde als 100% SOCS3 mRNA-Expression festgelegt. In den mit Doxyzyklin
induzierten Zellen ist nach IL-6-Stimulation die SOCS3 mRNA-Expression deutlich redu-
ziert. Der Wert liegt nur noch bei ca 40% der ursprünglichen Expression.
Das Ergebnis zeigt, dass der dominant-negative Effekt von STAT3-YF unabhängig von
der intrazellulären Lokalisation der Mutante in den Zellen ist. Befindet sich STAT3-YF-
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Abbildung 3.21: SOCS3 mRNA-Expression in Ab- und Anwesenheit von STAT3-YF-YFP-NLS
nach IL-6-Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-YFP-NLS Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin
induziert. Als Kontrolle dienten nicht-induzierte stabil transfizierte Hek-Zellen. Es folgte die Stimu-
lation mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für 60 Minuten. Die RNA wurde isoliert und real-time-
PCR-Analysen der SOCS3-mRNA Expression mittels Taqman R©PCR durchgeführt. Das Balken-
diagramm zeigt die Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen mit Standardabweichungen.
YFP auf Grund einer NLS-Sequenz nur im Kern der Zellen, so ist immer noch ein starker
dominant-negativer Effekt nach IL-6-Stimulation messbar. Dieser Effekt ist vergleichbar
mit der inhibierenden Wirkung von STAT3-YF (Abb. 3.11).
3.3.11 Kernanreicherung von STAT3-YF-YFP-NLS mit STAT3-CFP in unsti-
mulierten Zellen
Basierend auf dem Ergebnis, dass STAT3-YF-YFP mit einer NLS immer noch dominant-
negativ agiert, wurde im nächsten Schritt mittels konfokaler Laser-scanning-Mikroskopie
die intrazelluläre Verteilung der STAT3-YF-NLS-Mutante und von STAT3 überprüft. Für
den Versuch wurden Hekgp80-Zellen auf coverslips ausgesät und mit STAT3-YF-YFP-
NLS und STAT3-CFP ko-transfiziert. Die Zellen wurden 30 Minuten mit IL-6 stimuliert und
anschließend fixiert.
In der oberen Reihe der Abbildung 3.22 sind die transfizierten Zellen im unstimuliertem
Zustand dargestellt. STAT3-YF-YFP-NLS ist im YFP-Kanal sichtbar und cyan-fluores-
zierendes STAT3 im CFP-Kanal. Im rechte Bild sind beide Kanäle überlagert. Die Auf-
nahmen zeigen deutlich, dass STAT3-YF-YFP mit einer NLS im Kern lokalisiert ist. Es ist
keine Gleichverteilung wie bei den anderen STAT3-YF-Mutanten in der Zelle sichtbar. Im
CFP-Kanal sieht man die intrazelluläre Verteilung von STAT3-CFP. In unstimulierten Zel-
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Abbildung 3.22: Kernanreicherung von STAT3-CFP in der Anwesenheit von STAT3-YF-YFP-
NLS vor und nach IL-6-Stimulation
Hekgp80-Zellen wurden auf coverslips ausgesät und mit STAT3-YF-YFP-NLS und STAT3-CFP ko-
transfiziert. Es folgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 für 30 Minuten sowie die Fixierung der
Zellen.
Die obere Reihe der Abbildung zeigt unstimulierte Zellen. STAT3-YF-YFP-NLS ist im YFP-Kanal
sichtbar, cyan-fluoreszierendes STAT3 im CFP-Kanal. Das rechte Bild zeigt eine Überlagerung aus
beiden Kanälen.
In der unteren Reihe der Abbildung sind Aufnahmen stimulierter Zellen dargestellt. Die Auswertung
erfolgte am konfokalem Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 510.
len scheint STAT3-CFP sehr stark im Zellkern angereichert zu sein. Im Zytoplasma der
Zellen ist STAT3-CFP ebenfalls noch erkennbar, jedoch ist die Kernanreicherung ohne
IL-6-Stimulation sehr auffallend.
Die Stimulation mit IL-6 für 30 Minuten führt zu keiner großen Veränderung der STAT3-
Verteilung. STAT3-YF-YFP-NLS bleibt im Kern der Zellen lokalisiert und auch STAT3-CFP
ist vollständig im Zellkern angereichert. Es ist kein STAT3-CFP im Zytoplasma der Zellen
sichtbar.
Die Aufnahmen bestätigten eine nukleäre Lokalisation von STAT3-YF-YFP-NLS in den
Zellen vor und nach IL-6-Stimulation. Zusätzlich ist eine auffallende Kernanreicherung
von STAT3-CFP in unstimulierten Zellen sichtbar. Diese Kernanreicherung ohne Zugabe
eines Stimulus bestätigt das Auftreten von präformierten Dimeren zwischen der STAT3-
YF-Mutante und STAT3. Nach IL-6-Stimulation reichert sich STAT3-CFP vollständig im
Zellkern an. Das Auftreten von Heterodimeren zwischen STAT3-YF-YFP und STAT3-CFP
ist an dieser Stelle wieder erwähnenswert, da auf den Aufnahmen eine Kolokalisation
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der beiden STAT3-Proteine sichtbar ist und ein dominant-negativer Effekt ebenfalls nach-
weisbar ist. Der Ort, an dem die Dimere vorliegen, d.h. ob im Zytoplasma oder im Kern
der Zellen, scheint für den dominant-negativen Effekt der STAT3-YF-Mutante nicht aus-
schlaggebend zu sein.
3.3.12 Keine DNS-Bindung von STAT3-YF-YFP-NLS trotz Anreicherung im
Kern
Im nächsten Schritt wurde die DNS-Bindung von STAT3-YF-YFP-NLS überprüft, da sich
die Mutante unabhängig von der Stimulation im Kern der Zellen anreichert und dominant-
negative Eigenschaften aufweist. In diesem Zusammenhang wurde auch der Einfluss
der STAT3-YF-NLS Mutante auf die DNS-Bindung von endogenem STAT3 untersucht.
Eine nachweisbar verminderte DNS-Bindung von endogenem STAT3 würde die Theo-
rie der Heterodimer-Bildung zwischen der STAT3-YF-Mutante und STAT3 bekräftigen, da
dadurch inaktive Dimere vorliegen, welche nicht an DNS binden könnten und keine Gen-
expression in der Zelle induzieren.
Für den Versuch wurden die stabil transfizierten STAT3-YF-YFP-NLS Hek-Zellen 5 Stun-
den mit 10 bzw. 20 ng/ml Doxyzyklin induziert. Zusätzlich wurden nicht-induzierte stabil
transfizierte Hek-Zellen verwendet. Als Kontrolle dienten untransfizierte sowie mit STAT3-
YFP transfizierte Hekgp80-Zellen. Es folgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml
sIL-6Rα für 30 Minuten. Anschließend wurden Kernextrakte hergestellt und im EMSA
eingesetzt. Abbildung 3.23 zeigt das Resultat der DNS-Bindung von STAT3-YF-YFP-NLS
und STAT3 nach IL-6-Stimulation. Bei den ersten beiden Ansätzen wurden untransfizierte
-      +        -       +       -     +        -       +        -      + 
Hekgp80 Stabile Hek STAT3-YF-YFP-NLS 
STAT3-   
YFP    -               10               20 - Dox (ng/ml) 5 h 
IL-6 + sIL-6R! (30 Min.) 
STAT3/3 
STAT3/1 
STAT1/1 
STAT3-YFP Dimer 
Abbildung 3.23: STAT3-DNS-Bindung in Anwesenheit von STAT3-YF-YFP-NLS nach IL-6-
Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-YFP-NLS Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit 10 bzw. 20 ng/ml Doxy-
zyklin induziert. Zusätzlich wurden nicht-induzierte stabil transfizierte Hek-Zellen verwendet. Als
Kontrolle dienten Hekgp80-Zellen, welche mit STAT3-YFP transfiziert wurden sowie untransfizier-
te Zellen. Die Zellen wurden 30 Minuten mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα stimuliert. Nach
Herstellung von Kernextrakten wurde die STAT3-DNS-Bindeaktivität im EMSA ermittelt.
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Hekgp80-Zellen vor bzw. nach IL-6-Stimulation eingesetzt. Nach Stimulation sind deutli-
che Banden im Gegensatz zum unstimulierten Zustand sichtbar. Die obere Bande sind
STAT3-Homodimere, die mittlere Bande STAT3/STAT1-Heterodimere und die untere Ban-
de STAT1-Homodimere. In den Hekgp80-Zellen, welche mit STAT3-YFP transfiziert wur-
den, sieht man nach Stimulation neben den eben beschriebenen Banden eine zusätzliche
Bande, die weiter oben im Gel läuft. Dabei handelt es sich um STAT3-YFP Dimere. Dieser
Ansatz dient als Positivkontrolle. In den Ansätzen mit den stabil transfizierten Hek-Zellen,
welche mit Doxyzyklin induziert wurden oder nicht-induziert vorliegen, sind die drei be-
schriebenen Banden etwas schwächer zu erkennen. Es ist aber eindeutig nachweisbar,
dass fluoreszierendes STAT3-YF-YFP-NLS nicht an die DNS bindet. Es ist keine Ban-
de auf Höhe von STAT3-YFP bzw. höher sichtbar. In unstimulierten Zellen sind keine
Banden zu erkennen. Betrachtet man die Bande, welche STAT3-Homodimere repräsen-
tiert, so ist in den nicht-induzierten stabil transfizierten Hek-Zellen eine starke Bande
sichtbar. In diesen Zellen ist STAT3-YF-YFP-NLS nicht vorhanden. Die Stärke der Bande
nimmt in den Doxyzyklin-induzierten Zellen deutlich ab. Diese Abnahme kann mit dem
dominant-negativen Effekt der STAT3-YF-YFP-NLS Mutante in Zusammenhang gebracht
werden, welche die DNS-Bindung von endogenem STAT3 reduziert. Diese verminderte
DNS-Bindung ist auch in Zellen mit STAT3-YF-YFP ohne NLS sichtbar (Daten nicht ge-
zeigt).
Das Resultat verdeutlicht, dass STAT3-YF-YFP-NLS nach Stimulation nicht an DNS bin-
det. Es ist ebenfalls eine verminderte DNS-Bindung der endogenen STAT3-Homodimere
in Anwesenheit von STAT3-YF-YFP-NLS sichtbar. Diese Beobachtung ist auf die He-
terodimerisierung von STAT3-YF-YFP-NLS mit endogenem pSTAT3 zurückzuführen. Die-
se Heterodimere können nicht an DNS binden.
3.3.13 Sehr starker dominant-negativer Effekt bei Deletion der Transakti-
vierungsdomäne
STAT3-YF-YFP hat einen dominant-negativen Einfluss auf die Aktivität von STAT3, die
Deletion der N-terminalen Domäne von STAT3-YF reduziert diesen Effekt. Im nächs-
ten Schritt wurde nun untersucht, ob die Deletion der Transaktivierungsdomäne eben-
falls einen Einfluss auf die dominant-negative Wirkung von STAT3-YF hat. Für diesen
Zweck wurde ein STAT3-YF-∆TAD-YFP-Konstrukt hergestellt und stabil ins Genom von
induzierbaren Hek-Zellen integriert. Die dominant-negative Wirkung der STAT3-YF-YFP-
Mutante ohne Transaktivierungsdomäne wurde im Reportergenassay sowie in real-time-
PCR-Analysen mittels Taqman R© PCR untersucht.
Für den Reportergenassay wurden HepG2-Zellen mit STAT3-YF-∆TAD-YFP in verschie-
denen Konzentrationen zusammen mit dem α2M-Reporterplasmid ko-transfiziert, wel-
ches ein Fragment des STAT3-responsiven α2-Makroglobulin-Promotors enthält. Zusätz-
lich wurde ein β-Galaktosidase-Konstrukt als interner Standard in die Zellen transfiziert.
Als Kontrollen dienten Zellen ohne STAT3-YF-Mutante sowie mit einem Leervektor trans-
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Abbildung 3.24: Messung der α2M-Promotor-Aktivität im Reportergenassay in Anwesenheit
von STAT3-YF-∆TAD-YFP nach IL-6-Stimulation
HepG2-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen STAT3-YF-∆TAD-YFP zusammen mit
dem α2M-Reporterplasmid ko-transfiziert. Zusätzlich erfolgte die Transfektion mit einem β-
Galaktosidase-Konstrukt als interner Standard. Als Kontrollen wurden HepG2-Zellen verwendet,
welche keine STAT3-YF-Mutante exprimieren sowie mit einem Leervektor transfizierte Zellen. Die
Zellen wurden 3 Stunden mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert und anschließend lysiert. Die Luziferase-
Messung und die β-Galaktosidase-Messung erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben.
fizierte HepG2-Zellen. Die Zellen wurden 3 Stunden mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert und an-
schließend die Induktion des Reportergens in den HepG2-Zellen gemessen.
In Zellen ohne STAT3-YF-∆TAD-YFP-Mutante und in Zellen mit transfiziertem Leervektor
ist nach IL-6-Stimulation eine eindeutige Zunahme der Luziferase-Expression zu erken-
nen (Abb. 3.24). Ein Anstieg der Luziferase-Expression nach Stimulation bedeutet, dass
der α2M-Promotor, welcher sich vor dem Luziferase-Gen befindet, aktiviert vorliegt. In
Zellen, in denen STAT3-YF-∆TAD-YFP exprimiert wird, ist nach IL-6-Zugabe keine ein-
deutige Zunahme der Luziferase-Expression messbar. Der gemessene Wert ist kaum hö-
her als im unstimulierten Zustand, was auf eine geringe Aktivität des endogenen STAT3
in den Zellen nach IL-6-Stimulation schließen lässt.
Als nächstes wurde der dominant-negative Effekt mit real-time-PCR-Analysen mittels
Taqman R© PCR untersucht. Dabei wurden die stabil transfizierten STAT3-YF-∆TAD-YFP
Hek-Zellen für 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin induziert. Anschließend erfolgte die
Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für 60 Minuten. Als Kontrolle wurden
stabil transfizierte Hek-Zellen verwendet, die nicht mit Doxyzyklin induziert, sondern nur
stimuliert wurden. Abbildung 3.25 zeigt das Resultat der SOCS3 mRNA-Expression nach
IL-6-Stimulation in Anwesenheit von STAT3-YF-∆TAD-YFP.
In den nicht-induzierten Zellen sollte STAT3-YF-∆TAD-YFP nicht oder nur sehr gering
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Abbildung 3.25: SOCS3 mRNA-Expression in Ab- und Anwesenheit von STAT3-YF-∆TAD-
YFP nach IL-6-Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-∆TAD-YFP-Zellen wurden 5 Stunden mit 20 ng/ml Doxyzyklin indu-
ziert und anschließend 60 Minuten mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα stimuliert. Als Kontrolle
dienten nicht-induzierte stabil transfizierte Zellen, welche stimuliert wurden. Die RNA der Zellen
wurde isoliert und real-time-PCR-Analysen mittels Taqman R©PCR durchgeführt, um die SOCS3
mRNA-Expression in den Zellen zu ermitteln. Das Ergebnis zeigt den Mittelwert aus drei unab-
hängigen Messungen mit Standardabweichungen.
vorliegen. In diesen Zellen ist nach IL-6-Stimulation ein deutlicher Anstieg der SOCS3
mRNA-Expression messbar im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Dieser Wert wurde als
100% SOCS3 mRNA-Expression festgelegt. Zellen, in denen nach Doxyzyklin-Zugabe
STAT3-YF-∆TAD-YFP exprimiert wird, weisen nach Stimulation eine deutlich reduzier-
te SOCS3 mRNA-Expression auf. Im Vergleich wurde nur ca. 27% der SOCS3 mRNA-
Expression in den Zellen gemessen. Zusammen mit der Beobachtung im Reporterge-
nassay zeigt dieses Ergebnis deutlich, dass die STAT3-YF-YFP-Mutante ohne Trans-
aktivierungsdomäne dominant-negativ auf die STAT3-Aktivität wirkt. Der negative Ein-
fluss der Mutante auf die STAT3-induzierte Genexpression von SOCS3 ist stärker als bei
STAT3-YF-YFP (Abb. 3.11).
Im Abschnitt 3.3.5 wurde gezeigt, dass STAT3-YF-YFP bereits einen negativen Einfluss
auf die Phosphorylierung von endogenem STAT3 nach IL-6-Stimulation hat (Abb. 3.13).
Darauf basierend wurde nun getestet, ob STAT3-YF-∆TAD-YFP auch auf dieser Ebene
dominant-negativ agiert. Für den Versuch wurden stabil transfizierte STAT3-YF-∆TAD-
YFP Hek-Zellen 5 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen Doxyzyklin induziert. An-
schließend erfolgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6Rα für 0, 15, 30
und 60 Minuten. Stabil transfizierte Hek-Zellen ohne Doxyzyklin-Zugabe und Hekgp80-
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Abbildung 3.26: STAT3-YF-∆TAD-YFP hat einen negativen Einfluss auf die Phosphorylie-
rung von endogenem STAT3 nach IL-6-Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-∆TAD-YFP Hek-Zellen wurden 5 Stunden mit verschiedenen Kon-
zentrationen Doxyzyklin induziert und anschließend 0, 15, 30 und 60 Minuten mit 20 ng/ml IL-6
und 1 µg/ml sIL-6Rα stimuliert. Als Kontrollen dienten Hekgp80-Zellen und nicht-induzierte stabil
transfizierte Hek-Zellen, welche nur stimuliert wurden. Die Zellen wurden lysiert und die Lysate im
Westernblot analysiert. Die Detektion von pSTAT3, STAT3 und GAPDH erfolgte mit spezifischen
Antikörpern in einer Verdünnung von 1:1000.
Zellen wurden nach Stimulation ebenfalls untersucht. Die Zellen wurden lysiert und die
Ansätze im Westernblot unter Verwendung spezifischer Antikörper analysiert.
In den Hekgp80-Zellen und in den nicht-induzierten stabil transfizierten Hek-Zellen ist
nach IL-6-Stimulation eine deutliche Phosphorylierung von endogenem STAT3 detektier-
bar (Abb. 3.26). Im unstimuliertem Zustand ist STAT3 nicht phosphoryliert. In den Zel-
len, welche mit steigenden Konzentrationen Doxyzyklin induziert wurden, ist die STAT3-
Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation deutlich schwächer im Vergleich zu Zellen, in
denen STAT3-YF-∆TAD-YFP nicht vorliegt. Auffällig ist, dass bereits bei der niedrigsten
Konzentration Doxyzyklin eine starke Reduzierung der Phosphorylierung von endoge-
nem STAT3 sichtbar ist. STAT3-YF-∆TAD-YFP selber ist nicht phosphoryliert, da das
entsprechende Tyrosin zu Phenylalanin mutiert ist. In der STAT3-Gegenfärbung ist deut-
lich erkennbar, dass die Zugabe von Doxyzyklin ins Zellkulturmedium zur Expression der
STAT3-Mutante in den Zellen führt. Die GAPDH-Färbung dient als Ladungskontrolle.
Das Ergebnis zeigt, dass STAT3-YF-∆TAD-YFP einen starken negativen Einfluss auf die
endogene STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation hat. Bereits die Zugabe von
5 ng/ml Doxyzyklin reicht aus, um eine deutlich reduzierte Phosphorylierung von endo-
genem STAT3 nachzuweisen.
Zum Abschluß wurde mit dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop die Kerntransloka-
tion von STAT3-CFP in Anwesenheit der Mutante getestet. Dazu wurden Hekgp80-Zellen
auf coverslips ausgesät und mit den fluoreszierenden STAT3-Konstrukten ko-transfiziert.
Die Zellen wurden 30 Minuten mit IL-6 stimuliert und anschließend fixiert.
In der Abbildung 3.27 ist die STAT3-YF-∆TAD-Mutante im YFP-Kanal dargestellt und
cyan-fluoreszierendes STAT3 im CFP-Kanal. Bei dem jeweils rechten Bild handelt es sich
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Abbildung 3.27: Kernanreicherung von STAT3-CFP in der Anwesenheit von STAT3-YF-
∆TAD-YFP nach IL-6-Stimulation
Hekgp80-Zellen wurden auf coverslips ausgesät und mit STAT3-YF-∆TAD-YFP und STAT3-CFP
ko-transfiziert. Es folgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 für 30 Minuten sowie die Fixierung der
Zellen.
Die obere Reihe der Abbildung zeigt unstimulierte Zellen. STAT3-YF-∆TAD ist im YFP-Kanal sicht-
bar, cyan-fluoreszierendes STAT3 im CFP-Kanal. Im rechten Bild sind beiden Kanäle überlagert.
In der unteren Reihe der Abbildung sind Aufnahmen stimulierter Zellen dargestellt. Die Auswertung
erfolgte am konfokalem Laser-scanning-Mikroskop Zeiss LSM 510.
um eine Überlagerung aus beiden Kanälen. Im unstimuliertem Zustand (obere Reihe) ist
sowohl STAT3-YF-∆TAD-YFP als auch STAT3-CFP gleichmäßig im Zytoplasma und im
Kern der Zellen verteilt. Nach IL-6-Stimulation für 30 Minuten reichert sich STAT3-CFP
in der Zelle ohne STAT3-YF-∆TAD-YFP im Zellkern an (untere Reihe). Es sind nuclear-
bodies sichtbar. Die Zelle, die zusätzlich STAT3-YF-∆TAD-YFP exprimiert, weist eine ver-
minderte nukleäre Translokation von STAT3-CFP auf im Vergleich zu der Zelle ohne Mu-
tante. STAT3-YF-∆TAD-YFP selber reichert sich nicht im Zellkern nach IL-6-Stimulation
an.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Deletion der Transaktivierungsdomäne
von STAT3-YF die dominant-negative Wirkung nicht vermindert sondern eher verstärkt.
3.3.14 STAT3-YF-YFP hat keinen negativen Einfluss auf die STAT1-
Phosphorylierung
Im Verlauf der STAT3-YF-YFP Untersuchungen wurde ebenfalls getestet, ob die STAT3-
YF-Mutante nur die STAT3-Aktivität negativ beeinträchtigt oder ob sie auch einen dominant-
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negativen Einfluss auf andere STAT-Signalwege ausübt. Dabei wurde unter anderem die
STAT1-Phosphorylierung nach Zugabe von IFN-γ untersucht. Für den Versuch wurden
stabil transfizierte STAT3-YF-YFP Hek-Zellen 5 Stunden mit verschiedenen Konzentratio-
nen Doxyzyklin induziert. Anschließend erfolgte die Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml
IFN-γ für 30 Minuten. Zusätzlich wurden Hekgp80-Zellen verwendet. Die Zellen wurden
lysiert und die Lysate im Westernblot mit spezifischen Antikörpern analysiert.
Abbildung 3.28 zeigt das Ergebnis des Westernblots. In den unterschiedlichen Ansätzen
ist nach IFN-γ-Stimulation deutlich eine Bande zu erkennen, die phosphoryliertes STAT1
darstellt. Ohne Stimulation ist STAT1 nicht phosphoryliert. Die Anwesenheit von STAT3-
YF-YFP hat keine verringerte STAT1-Phosphorylierung in den Zellen zur Folge. Der letzte
Ansatz weist zwar eine schwächere pSTAT1-Bande nach Stimulation auf, diese ist aber
durch die geringere STAT1-Proteinmenge zu erklären. Die STAT3-Färbung bestätigt, dass
STAT3-YF-YFP nach Doxyzyklin-Zugabe in den stabil transfizierten Hek-Zellen exprimiert
wird. In den nicht-induzierten stabil transfizierten Hek-Zellen ist nur eine schwache Ban-
de von STAT3-YF-YFP detektierbar. Hekgp80-Zellen weisen nur endogenes STAT3 auf.
pSTAT1 
STAT1 
STAT3 
GAPDH 
Dox  (ng/ml)  5 h 
100 ng/ml IFN-! (Min.)  -   30    -   30  -  30  -   30   -   30 
!"#$%#""&&'()(*+,-+,-.&/&0-1+23443&
5"6&7892:;$&/&0-1&23443&*$&4<=#&
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gp80   -        5      10     20 
STAT3-YF-YFP 
Abbildung 3.28: STAT1-Phosphorylierung in Anwesenheit von STAT3-YF-YFP nach IFN-γ-
Stimulation
Stabil transfizierte STAT3-YF-YFP-Zellen wurden 5 Stunden mit steigenden Konzentrationen Doxy-
zyklin induziert und anschließend mit 100 ng/ml IFN-γ für 30 Minuten stimuliert. Zusätzlich wurden
Hekgp80-Zellen sowie nicht-induzierte stabil transfizierte Hek-Zellen verwendet. Die Zellen wur-
den lysiert und die Lysate im Westernblot unter Verwendung spezifischer pSTAT1-, STAT1-, STAT3-
und GAPDH-Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 analysiert.
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Die GAPDH-Färbung dient als zusätzliche Ladungskontrolle.
STAT3-YF-YFP scheint nur im STAT3-Signalweg eine dominant-negative Wirkung aus-
zuüben. Die IFN-γ-vermittelte STAT1-Phosphorylierung ist durch die Anwesenheit von
STAT3-YF-YFP nicht negativ beeinflusst. Auch die Phosphorylierung von STAT5 ist nach
IFN-γ-Stimulation nicht beeinträchtigt (Daten nicht gezeigt).
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4.1 IL-6-Typ-Zytokin-induzierte Aktivierung von STAT3-YFP in
undifferenzierten und zu Neuronen differenzierten muri-
nen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen
Im ersten Teil der Arbeit wurde die IL-6-Typ-Zytokin-induzierte STAT3-YFP-Aktivierung
in murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen untersucht. In einem weite-
ren Schritt erfolgte die spontane Differenzierung sowie die gerichtete Differenzierung der
pluripotenten Stammzellen zu Neuronen. Die Mobilität von STAT3-YFP wurde in diesem
Zellsystem mittels FRAP-Messungen analysiert. Im Folgenden sollen die Ergebnisse der
Untersuchungen in den Stammzellen diskutiert werden. Dabei wird auf die Frage einge-
gangen, ob die STAT3-YFP knock-in Stammzellen ein vielversprechendes Modellsystem
für zukünftige STAT3-Untersuchungen darstellen. Auf den Daten der FRAP-Analysen ba-
sierend, werden verschiedenen Aspekte des intrazellulären Transportes, welche für die
nukleäre STAT3-Translokation in Neuronen nach Stimulation eine entscheidende Rolle
spielen könnten, erörtert.
4.1.1 Phosphorylierung und nukleäre Translokation von STAT3-YFP in mu-
rinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen nach Stimula-
tion mit IL-6-Typ-Zytokinen
Die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen, welche in Kooperation mit
Valeria Poli entstanden sind, besitzen ein Allel STAT3 und ein Allel STAT3-YFP. Im Wes-
ternblot (Abb. 3.1A) konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Stammzellen STAT3 und
STAT3-YFP kontinuierlich exprimieren. Die Expressionsstärke der beiden STAT3-Proteine
ist vergleichbar. Es liegt keine Überexpression in den Stammzellen vor, da die Expression
von STAT3 und STAT3-YFP unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors erfolgt.
Das Fluoreszenzspektrum (Abb. 3.1B) bestätigt, dass die Fluoreszenz der Stammzellen
von YFP (yellow fluorescent protein) [121] herrührt.
Fluoreszenz-markierte Proteine spielen in der Forschung eine wichtige und hilfreiche Rol-
le. Sie ermöglichen Untersuchungen z.B. der intrazellulären Lokalisierung, des shuttlings
und der Dynamik des Proteins von Interesse in fixierten bzw. lebenden Zellen. Durch die
Fusion von GFP (green fluorescent protein) [122] oder seinen modifizierten Varianten
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CFP (cyan fluorescent protein) oder YFP an STAT3 konnte u.a. nukleozytoplasmatisches
shuttling [79] sowie nuclear bodies [73] im Kern nach Stimulation der Zellen nachgewie-
sen werden. Das in den murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen expri-
mierte fluoreszierende STAT3 wurde hinsichtlich seiner Aktivierung nach Stimulation mit
IL-6-Typ-Zytokinen untersucht und mit nicht-fluoreszierendem STAT3 verglichen, um aus-
zuschließen, dass das Fluoreszenzprotein die Eigenschaften von STAT3 verändert. Die
Aktivierung von STAT3 beinhaltet laut dem klassischen Modell des JAK-STAT-Signalwegs
die Stimulations-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 705 am aktivierten Rezeptor
sowie die darauffolgende nukleäre Translokation der STAT3-Dimere.
Undifferenzierte Stammzellen wurden vor der Zugabe des Stimulus in Abwesenheit von
LIF kultiviert, da das Zytokin selber zur Phosphorylierung von STAT3 beiträgt. Die LIF-
induzierte STAT3-Aktivierung ist essentiell um den undifferenzierten Zustand der murinen
embryonalen Stammzellen aufrechtzuerhalten [24]. Die Stimulation der Stammzellen er-
folgte zum einen mit IL-6 und sIL-6Rα für verschiedene Zeitpunkte und zum anderen
wurde eine Konzentrationsreihe mit LIF für 30 Minuten durchgeführt. In der IL-6-Zeitreihe
(Abb. 3.2A) ist der Grad der Phosphorylierung von STAT3 und STAT3-YFP vergleich-
bar. Nach 60 Minuten IL-6-Stimulation ist, im Vergleich zu vorherigen Zeitpunkten, eine
reduzierte STAT3-Phosphorylierung sichtbar. Diese Reduzierung erfolgt durch die Induk-
tion von SOCS3, welcher als feedback -Inhibitor in den JAK-STAT-Signalweg eingreift.
SOCS3 ist ein bekanntes Zielgen von STAT3 und wird durch den aktivierten Transkripti-
onsfaktor selber induziert [60]. Sowohl STAT3-YFP als auch nicht-fluoreszierendes STAT3
weisen nach 60 Minuten IL-6-Stimulation eine reduzierte Phosphorylierung auf. Diese Be-
obachtungen verdeutlichen, dass STAT3-YFP durch IL-6 phosphoryliert werden kann, der
Grad und die Kinetik der Phosphorylierung sind vergleichbar und die Aktivität von STAT3-
YFP wird wie bei endogenem, nicht Fluoreszenz-markiertem STAT3 durch die Expression
von SOCS3 terminiert. In der LIF-Konzentrationsreihe (Abb. 3.2B) ist die Phosphorylie-
rung von STAT3 und STAT3-YFP vergleichbar, dies bestätigt die Beobachtung der IL-6-
Zeitreihe. In den murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen exprimiertes
STAT3-YFP verhält sich nach Stimulation mit IL-6 und LIF hinsichtlich der Tyrosin-705-
Phosphorylierung wie nicht-fluoreszierendes STAT3.
Die Tyrosin-abhängige-Phosphorylierung von STAT3 am aktivierten Rezeptor hat, laut
des klassischen Modells des JAK-STAT-Signalwegs, eine Anreicherung des aktivierten
Transkriptionsfaktors im Kern der Zellen zur Folge, wodurch die Genexpression in der
Zelle beeinflusst werden kann [30]. Mit dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop wurde
die Kernanreicherung von STAT3-YFP in den murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in
Stammzellen nach Zugabe von LIF nachgewiesen. Ohne Stimulation ist STAT3-YFP in
den in Kolonien wachsenden Stammzellen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
nachweisbar (Abb. 3.3A). Diese Gleichverteilung von STAT3 ist die Folge kontinuierlicher
Import-/Exportprozesse in unstimulierten Zellen [79]. Die Zugabe von LIF für 20 Minuten
führt zu einer deutlichen Anreicherung von STAT3-YFP im Kern der Zellen (Abb. 3.3B).
Das an STAT3 fusionierte Fluoreszenzproteins YFP hat somit keinen negativen Einfluss
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auf die STAT3-Signaltransduktion nach Stimulation mit IL-6-Typ-Zytokinen.
Zusätzlich zu diesen Beobachtungen weisen die Stammzellen die Besonderheit auf, dass
die Expression von STAT3 und STAT3-YFP unter der Kontrolle eines endogenen Pro-
motors erfolgt und somit keine Überexpression in den Zellen vorliegt, wodurch die Un-
tersuchungen einen physiologisch relevanteren Hintergrund haben als Beobachtungen
mit überexprimierten Proteinen. Murine embryonale Stammzellen haben außerdem, auf-
grund ihrer Pluripotenz, die Fähigkeit sich in fast alle Zelltypen eines Organismus zu
differenzieren, was die Möglichkeiten für zukünftige STAT3-Untersuchungen zusätzlich
erweitert. Diese zwei Aspekte zusammen mit den beschriebenen Beobachtungen stellen
die STAT3-YFP knock-in Stammzellen als ein überzeugendes und vielversprechendes
Modellsystem dar, welches im ersten Teil der Arbeit verwendet wurde.
4.1.2 Veränderte STAT-Expressionslevel während der spontanen Differen-
zierung der murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen
Murine embryonale Stammzellen können sich in Anwesenheit von LIF in einem undiffe-
renzierten Zustand unbegrenzt vermehren [123]. Die Abwesenheit des Zytokins und die
Kultivierung der Stammzellen auf speziellen Kulturschalen, auf denen kein adhärentes
Wachstum möglich ist, führen zur spontanen Differenzierung der Zellen unter Ausbil-
dung von dreidimensionalen Zellaggregaten, den embryoid bodies. Die EBs ahmen zu
einem gewissen Grad die Entwicklung eines Embryos zu frühen Zeitpunkten der Post-
Implantation nach und sind deshalb für Analysen der ersten Entwicklungsprozesse eines
Organismus unersätzlich [97].
Die embryoid body -Ausbildung der murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stamm-
zellen wurde untersucht. Die Aufnahme eines EBs (Abb. 3.4A) zeigt ein großes kugel-
förmiges dreidimensionales Zellaggregat. Die YFP-Fluoreszenz der Stammzellen ist mit
dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop eindeutig zu detektieren. Vergleiche mit in
der Literatur abgebildeten EBs zeigen keine auffallenden Unterschiede [97, 124]. Dies
verdeutlicht, dass das Verhalten der generierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen bei
der Ausbildung von EBs während der spontanen Differenzierung vergleichbar ist mit nicht
Gen-modifizierten Stammzellen.
Untersuchungen der Expression von STAT5 und STAT3 verdeutlichen, dass es während
der spontanen Differenzierung zu einem Anstieg der STAT5-Proteinmenge in den Stamm-
zellen kommt (Abb. 3.4B). In der Literatur wird STAT5 als neuer früher Marker der Dif-
ferenzierung in murinen embryonalen Stammzellen beschrieben, dessen Expression in
undifferenzierten Stammzellen nicht detektierbar ist [125]. STAT5 ist bei unseren Unter-
suchungen erst ab Tag 10 nach LIF-Wegnahme eindeutig nachweisbar. In der zuvor er-
wähnten Studie [125] konnte STAT5 bereits nach 96 Stunden detektiert werden.
Die STAT3-Expression verändert sich während der spontanen Differenzierung ebenfalls.
In undifferenzierten Stammzellen (Tag 0) liegt eine starke Expression von STAT3 und
STAT3-YFP vor. Durch die Zugabe von LIF kommt es in undifferenzierten Stammzellen
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zur Aktivierung von STAT3, welche für den Erhalt des undifferenzierten Zustands essen-
tiell ist [24, 89]. Während der spontanen Differenzierung ist eine deutliche Reduktion der
STAT3-Expression in den Zellen sichtbar, die erst zu späteren Zeitpunkten der Differen-
zierung wieder ansteigt (Tag 18). Die Reduktion der STAT3-Expression in den ersten 7
Tagen nach Wegnahme von LIF wurde ebenfalls in der Literatur beschrieben [125].
Die ERK1/2-Phosphorylierung ist in den EBs nur während der spontanen Differenzierung
eindeutig detektierbar. Undifferenzierte Stammzellen weisen keine ERK1/2-Phosphor-
ylierung auf (Tag 0). In der Literatur wird die Phosphorylierung von ERK1/2 mit Diffe-
renzierungsprozessen von murinen embryonalen Stammzellen in Verbindung gebracht,
welche keinen Beitrag zum undifferenzierten Zustand leisten [126]. Die Inhibierung des
MAPK-Signalwegs in den Zellen stärkt eher den undifferenzierten Zustand der murinen
embryonalen Stammzellen [90]. Da der MAPK-Signalweg ebenfalls durch die Zugabe
von LIF durch den aktivierten gp130/LIF-Rezeptor induziert werden kann, könnte eine
SOCS3 regulierte ausgeglichene Aktivierung von STAT3 und ERK1/2 im LIF-induzierten
Signalweg für die Pluripotenz der Stammzellen verantwortlich sein [91]. Die spontane Dif-
ferenzierung und die Kultivierung der Stammzellen erfolgt jedoch in Abwesenheit von LIF.
Demzufolge findet keine LIF-vermittelte Aktivierung des gp130/LIF-Rezeptors statt, wel-
cher sowohl den STAT3- als auch den MAPK-Signalweg induzieren kann. Die Aktivierung
von ERK1/2 könnte u.a. durch das im Medium vorliegende fötale Kälberserum erklärt
werden. Zellkulturexperimente sowie in der Literatur beschriebene Befunde bestätigen,
dass die Anwesenheit von Serum zu einer Aktivierung von ERK1/2 in den Zellen führen
kann [127].
4.1.3 Gerichtete neuronale Differenzierung der murinen embryonalen
STAT3-YFP knock-in Stammzellen
Die gerichtete neuronale Differenzierung der murinen embryonalen STAT3-YFP knock-
in Stammzellen erfolgte in der Abwesenheit von LIF bzw. feeder cells sowie ohne FKS
im Zellkulturmedium. Durch die Kultivierung der pluripotenten Stammzellen in speziel-
lem Medium und durch die Zugabe von Mediatoren sollten bestmögliche Bedingungen
geschaffen werden, welche die Zellen für die neuronale Differenzierung benötigen. Die
Differenzierung der Zellen dauert mindestens vier Wochen und beinhaltet ebenfalls die
Kultivierung der Stammzellen auf speziellen Kulturschalen, auf denen kein adhärentes
Wachstum stattfinden kann. Diese Art der Kultivierung hat genauso wie bei der sponta-
nen Differenzierung die Ausbildung dreidimensionaler Zellaggregate zur Folge, welche
als neuronal bodies bezeichnet werden. Die NBs werden auf Collagen-beschichtete co-
verslips oder Kulturschalen überführt, so dass sich die Zellaggregate auf den Oberflächen
besser absetzen können. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgt für mindestens 3 Wo-
chen, wobei die Zellen nicht mehr gesplittet werden. Einige Tage nach der Überführung
der NBs auf beschichtete Kulturschalen oder coverslips wachsen Zellen aus den adhä-
renten Zellaggregaten heraus. Bild A der Abb. 3.5 verdeutlicht dies. Die Zellen mit direk-
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tem Kontakt zum NB liegen sehr eng beieinander, mit größerer Entfernung sind verein-
zelte Zellen sichtbar. Die Zellen weisen noch keinen neuronalen Phänotyp auf. Aufgrund
der Größe der NBs sind die dreidimensionalen Zellaggregate sowohl in Suspension als
auch adhärent auf Collagen-beschichteten Kulturschalen bereits ohne Mikroskop zu er-
kennen. In dem mittleren Stadium der Differenzierung d.h. nach ca. 2 Wochen, ähneln
die Zellen mehr und mehr Neuronen (Bild B+C). Die Zellen besitzen charakteristische
lange Ausläufer. Zu einem späteren Stadium der Differenzierung (nach ca. 4 Wochen)
weisen die differenzierten Zellen morphologisch einen typischen Neuronencharakter auf
(Bild D-F). Viele Zellen wachsen in Klustern und bilden eine Art Netzwerk, was für die
Kommunikation zwischen und die Signalweiterleitung in den Zellen erforderlich ist [128].
Im nächsten Schritt wurde mit spezifischen Neuronen-Markern der neuronale Charakter
der differenzierten Zellen mittels einer Immunfluoreszenz nachgewiesen. Dabei wurden
eher allgemeine Neuronen-Marker verwendet, welche nicht spezifisch für eine spezielle
Neuronenart sind. Beta-III-Tubulin z.B. ist eine Isoform von Tubulin, die ausschließlich in
Neuronen exprimiert wird. Eine Ausnahme bildet die Expression von Beta-III-Tubulin in
einigen Krebserkrankungen [129, 130]. Tubulin-Polymere bilden Mikrotubuli, eine wichti-
ge Komponente des Zytoskleletts in den Zellen, welche u.a. bei der Zellteilung und beim
intrazellulären Transport von Organellen und Vesikeln eine essentielle Rolle spielt [128].
MAP-2 (microtubule associated protein-2) wird ebenfalls nur in Neuronen exprimiert und
spielt u.a. eine Rolle bei der Stabilisierung von Mikrotubuli in den Zellen [131, 132].
In der Immunfluoreszenz (Abb. 3.6) ist sowohl mit dem Beta-III-Tubulin- als auch mit dem
MAP-2-Antikörper eine eindeutige Anfärbung von Ausläufern und Zellkörper der diffe-
renzierten Zellen sichtbar. Es ist keine vergleichbare Anfärbung der undifferenzierten
Stammzellkolonien zu beobachten. Die Ergebnisse zeigen, dass die Differenzierung der
murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen zu Neuronen oder Neuronen-
artigen Zellen erfolgreich war. Aufgrund der neuronalen Morphologie sowie des positiven
Nachweises durch die Immunfluoreszenz mit spezifischen Neuronen-Markern wurden die
differenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen für weitere Versuche als Neuronenmo-
dell verwendet.
4.1.4 Nukleäre Translokation und Messung der Mobilität von STAT3-YFP in
zu Neuronen differenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen
STAT3-YFP reichert sich nach LIF-Stimulation im Nukleus der zu Neuronen differenzier-
ten STAT3-YFP knock-in Stammzellen an (Abb. 3.7). Sowohl die Zugabe von löslichem
LIF als auch von immobilisiertem LIF führt zu einer deutlichen nukleären Translokation
von STAT3-YFP in den differenzierten Zellen. Im unstimuliertem Zustand ist STAT3-YFP
gleichmäßig in den Ausläufern und dem Zellkörper der Neuronen verteilt. Die intrazel-
luläre Lokalisation in Abwesenheit eines Stimulus sowie die nukleäre Translokation von
STAT3-YFP nach LIF-Stimulation in den differenzierten Zellen sind vergleichbar mit Be-
obachtungen in undifferenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen (Abb. 3.3) und be-
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stätigen somit, dass sich die differenzierten Zellen als Neuronenmodell für zukünftige
STAT3-Analysen eignen. Interessanterweise treten in den mit löslichem LIF stimulierten
Zellen zusätzlich fluoreszierende punktförmige Strukturen in den Ausläufern bzw. im Zy-
toplasma der Zellen auf. Diese punktförmigen Strukturen sind auch in anderen Zelltypen
häufig zu beobachten, wobei ihr Auftreten stimulationsabhängig ist. Ihre Herkunft ist bis
jetzt nicht geklärt. Die Frage, ob es sich bei den Strukturen z.B. um intrazellulär transpor-
tiertes STAT3-YFP oder signaling endosomes handelt, wird im Zusammenhang mit den
FRAP-Daten diskutiert.
Im Gegensatz zu löslichem LIF, welches nach der Bindung an den Rezeptor internalisiert
wird, ist die Internalisierung der LIF-YFP-beads aufgrund ihrer Größe (3 µm) nicht mög-
lich. Die Frage, ob die nukleäre STAT3-Translokation ausgehend von den Ausläufern der
stimulierten Neuronen von der Internalisierung des aktiven Liganden-Rezeptorkomplexes
und dessen Transport entlang des Zytoskeletts abhängig ist, kann mit Hilfe der Zytokin-
immobilisierten beads untersucht werden. Bezüglich der dargestellten Zelle (Abb. 3.7,
untere Reihe) kann darüber aber keine Aussage getroffen werden, da die LIF-YFP-beads
nicht nur an den Ausläufern sondern auch in direkter Nähe zum Nukleus an die Zel-
le gebunden haben und so ein retrograder Transport von aktiviertem STAT3 innerhalb
der Zelle über größere Distanzen nicht notwendig ist. Aufgrund der Beobachtung, dass
immobilisiertes LIF eine nukleäre Translokation von STAT3-YFP bewirkt, scheint die In-
ternalisierung des Rezeptorkomplexes keine notwendige Voraussetzung zu sein.
Mit FRAP-Messungen wurde die Mobilität von STAT3-YFP in den Neuronen in Ab- und
Anwesenheit von CNTF analysiert. CNTF ist ein Zytokin der IL-6-Typ-Familie, welches
in Gliazellen des zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert wird und dort Si-
gnalwege induziert, die für das Überleben, die Proliferation und Differenzierung einer
Vielzahl von neuronalen Zelltypen wichtig ist [29]. Die exemplarisch dargestellten Auf-
nahmen einer axonalen FRAP-Messung (Abb. 3.8a) vermitteln einen ersten Eindruck der
Intensität der YFP-Fluoreszenz in den differenzierten Zellen. Die Fluoreszenz-Intensität
ist in den differenzierten Stammzellen aufgrund der endogenen, heterozygoten Expres-
sion von STAT3-YFP nicht sehr stark und die FRAP-Messungen sind im Gegensatz zu
Zellen, welche das zu untersuchende Protein überexprimieren, deutlich erschwert. Die
FRAP-Analysen in unstimulierten Zellen (Abb. 3.8B) ergaben, dass STAT3-YFP am mo-
bilsten im Nukleus der Zellen vorliegt. Eine vergleichbare STAT3-YFP-Mobilität ist im Zy-
toplasma sichtbar. Am langsamsten diffundiert STAT3-YFP in den Axonen der Zellen.
Der t1/2-Wert von nukleärem STAT3-YFP (0,91 s) ist vergleichbar mit Werten aus der
Literatur, in denen die Mobilität von STAT3-GFP (1,01 s) im Nukleus gemessen wurde
[133]. Die CNTF-Stimulation führt zu einer eindeutigen Veränderung der STAT3-YFP Dy-
namik in den Zellen. In allen drei Kompartimenten ist eine deutlich reduzierte Mobilität von
STAT3-YFP im Vergleich zu unstimulierten Zellen nachweisbar (Abb. 3.8B). Der Anteil der
mobilen bzw. immobilen Fraktion von STAT3-YFP in den einzelnen Kompartimenten än-
dert sich dabei nicht (Abb. 3.8C).
Die schnelle und vergleichbare Mobilität von STAT3-YFP im Nukleus und Zytoplasma
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unstimulierter Zellen ist auf die freie Diffusion des Transkriptionsfaktors in den beiden
Kompartimenten zurückzuführen. Die geringere Mobilität in den Axonen kann mit den
räumlichen Beschränkungen von STAT3-YFP in den sehr dünnen Ausläufern in Zusam-
menhang gebracht werden. Der Austausch von geblichenem STAT3-YFP gegen ungebli-
chenes STAT3-YFP im ROI des Axons erfolgt im Gegensatz zum Nukleus nicht von allen
Richtungen, sondern nur von den proximalen und distalen Anteilen des Axons. Die Mobi-
lität von STAT3-YFP kann durch vorhandene Strukturen des Zytoskeletts wie Mikrotubuli
oder Aktinfilamente, welche für die Form der Zelle sowie für intrazelluläre Transportpro-
zesse eine essentielle Rolle spielen [134, 135], zusätzlich reduziert werden.
Die CNTF-Stimulation der Zellen führt zu einer deutlichen nukleären Translokation von
STAT3-YFP. Im Nukleus stimulierter Zellen erfolgt die Bindung aktiver STAT3-Dimere an
die DNS, wodurch die Genexpression in der Zelle verändert wird [72]. Eine STAT3-YFP-
Dimer/DNS-Interaktion kann für die verringerte Mobilität des Transkriptionsfaktors im Nu-
kleus stimulierter Zellen verantwortlich sein. Im Zytoplasma der Zellen ist eine STAT3-
YFP-Interaktion mit anderen Proteinen vorstellbar. In der Literatur gibt es Hinweise, das
große Proteinkomplexe, die Statosomen, im Zytoplasma existieren, in denen STAT3 vor-
liegen kann [136]. Die generell reduzierte Menge an vorhandenem STAT3-YFP im Zy-
toplasma sowie in Axonen stimulierter Zellen aufgrund der nukleären Translokation von
STAT3-YFP erschwert die Messung der Fluoreszenz-Intensität nach CNTF-Stimulation.
Die verringerte Mobilität von STAT3-YFP in den Axonen stimulierter Neuronen kann je-
doch als Hinweis angesehen werden, dass nicht nur schnelle Diffusion sondern auch
ein langsamerer retrograder Transport entlang des Zytoskeletts bei der Anreicherung von
STAT3 im Kern der Zellen eine Rolle spielt.
In diesem Zusammenhang sind die punktförmigen Strukturen, welche bereits nach Stimu-
lation mit LIF zu beobachten waren, von großem Interesse. Diese punktförmigen Struktu-
ren sind ebenso nach CNTF-Zugabe in den Zellen sichtbar. Interessanterweise treten sie
nicht nach jeder Stimulation auf und sie sind auch nicht in jeder Zelle sichtbar. Im Zuge
der transienten Aktivierung von STAT3 nach Stimulation mit IL-6-Typ-Zytokinen sind die-
se Strukturen detektierbar, wobei ihr Erscheinen und Verschwinden mit der Präsenz von
aktiviertem STAT3 in Zusammenhang zu stehen scheint. Die Frage, ob es sich bei diesen
Strukturen um signaling endosomes handelt, ist noch nicht aufgeklärt.
In der Literatur beschreibt das Modell der signaling endosomes intrazellulär transportier-
te Vesikel, welche internalisierte aktivierte Liganden-Rezeptorkomplexe beinhalten, von
denen eine Signalkaskade ausgeht. Bild und Turkson [137] zeigten, dass beim Transport
von aktiviertem STAT3 durch das Zytoplasma der Zelle Rezeptor-vermittelte Endozytose
notwendig ist. Die sich an der Plasmamembran bildenden Vesikel enthielten Liganden-
Rezeptorkomplexe, welche STAT3 von der Plasmamembran in die Nähe des Zellkerns
befördern. Sie zeigten dies aber nur nach Stimulation mit EGF oder PDGF. Im live-cell-
imaging wurde in Hep3B-Zellen nach IL-6-Stimulation eine Assoziation von aktiviertem
STAT3 mit zytoplasmatischen Strukturen nachgewiesen [138]. Dabei kann es sich um
neue oder ungewöhnliche Komponenten der endosomalen Kompartimente handeln, da
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diese keine typischen Marker für Endosomen enthielten. Die Assoziation war Zytokin-
induziert, benötigte phosphoryliertes STAT3 und ein intaktes Zytoskelett.
Kermorgant und Parker [139, 140] beschrieben, dass die Stärke des Stimulus eine Rolle
dabei spielt, ob STAT3 mittels Diffusion oder endosomaler Strukturen, welche internali-
sierte aktivierte Rezeptoren enthielten, den Zellkern erreicht. Im Falle von einem starken
Signal wie OSM erfolgt die Kernanreicherung über Diffusion. Bei schwächeren Signa-
len wie HGF (hepatocyte growth factor) muss der aktivierte Liganden-Rezeptorkomplex
mittels endosomaler Strukturen und abhängig von intakten Mikrotubuli in die Nähe des
Zellkerns befördert werden und von dort kann phosphoryliertes STAT3 den Zellkern er-
reichen. Eine Interaktion von STAT3 mit frühen endosomalen Strukturen, welche inter-
nalisierte Liganden-Rezeptorkomplexe enthielten, und eine dortige Aktivierung, konnten
bestätigt werden [141]. Für eine langanhaltende Phosphorylierung von STAT3 nach IL-6-
Stimulation ist ein wiederholter Kontakt mit diesen endosomalen Strukturen notwendig.
Für die Anreicherung im Zellkern spielen signaling endosomes dagegen keine Rolle. Der
Beobachtung nach sind sie eher für die Aktivierung von STAT3 sowie die Dauer und die
Stärke des Signals wichtig als für den Transport von aktiviertem STAT3 innerhalb der Zel-
len.
In Neuronen, in denen Proteine nach Stimulation größere Distanzen, z.B. vom Axonen-
de zum Zellkern zurücklegen, wurde nach LIF-Stimulation in Neuronen des Sympathikus
gezeigt, dass es ebenfalls zu einer Internalisierung des Liganden-Rezeptorkomplexes
sowie zu einem retrograden Transport entlang der Mikrotubuli kommt. Aktiviertes STAT3
ist dabei nicht mit den transportierten Vesikeln assoziiert, da die Aktivierung des Tran-
skriptionsfaktors erst im Zellkörper erfolgt [112]. Die Stimulation mit CNTF führt zu dem
gleichen Resultat, wobei die Kinetik des retrograden Transports zwischen LIF und CNTF
Unterschiede aufweisen soll [142]. Im Falle von sensorischen Neuronen, die mit NGF
stimuliert wurden, spielen Vesikel mit internalisierten Liganden-Rezeptorkomplexen und
ihr Transport zum Zellkern entlang Mikrotubuli ebenfalls eine wichtige Rolle. STAT3 ist
jedoch nicht bei der Signalweiterleitung nach NGF-Stimulation beteiligt [109, 110].
Die nachweisbar verringerte STAT3-YFP Mobilität im Zusammenhang mit den punktförmi-
gen Strukturen in den Axonen könnte auf signaling endosomes in den zu Neuronen dif-
ferenzierten Stammzellen zurückzuführen sein. Bisherige Untersuchungen konnten die
Notwendigkeit der signaling endosomes im STAT3-Signalweg nach LIF- oder CNTF-
Stimulation aber nicht stärken. Die Stimulation der Neuronen mit cyan-fluoreszierendem
LIF führte zu keinem Nachweis des fluoreszierenden Zytokins in den zu beobachteten
punktförmigen Strukturen (Daten nicht gezeigt). Im Falle von signaling endosomes müss-
te der Ligand, welcher am Rezeptor bindet, jedoch nachweisbar sein. Die Stimulation der
Neuronen mit immobilisiertem LIF, welches an Magnet-beads gekoppelt wurde, führte
zu einer eindeutigen Anreicherung von STAT3-YFP im Nukleus der Zellen. Diese Be-
obachtung verdeutlicht, dass die Internalisierung des Liganden gebundenen gp130/LIF-
Rezeptors sowie dessen Transport in den Axonen entlang der Mikrotubuli nicht essen-
tiell für die nukleäre Translokation von STAT3 nach Stimulation ist, da die verwendeten
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beads aufgrund ihrer Größe nicht internalisiert werden können. In MEF- und HepG2-
Zellen konnte nach IL-6- und OSM-Stimulation gezeigt werden, dass die Kernanreiche-
rung von STAT3-YFP in Anwesenheit eines zerstörten Zytoskeletts erfolgt, was gegen
eine Beteiligung von signaling endosomes spricht [49]. Das Auftreten der punktförmigen
Strukturen wurde durch die Zerstörung des Zytoskelettes nicht vollständig inhibiert. Diese
Beobachtungen weisen daraufhin, dass es sich bei den punktförmigen Strukturen in den
Zellen nicht um signaling endosomes handelt. Weitere Untersuchungen müssen jedoch
zur entgültigen Aufklärung beitragen.
Eine Interaktion von STAT3 mit Transportvesikeln oder retrograd transportierten Proteinen
in den Neuronen wäre ebenfalls denkbar, um so größere Distanzen in den Ausläufern der
Zellen zu überbrücken. Das Vorliegen von internalisierten Liganden-Rezeptorkomplexen
in Vesikeln wäre in diesem Fall nicht notwendig. Bisherige Untersuchungen mit den dif-
ferenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen weisen daraufhin, dass bei der STAT3-
Mobilität sowohl Diffusion als auch ein langsamerer Transport über längere Zeiträume
eine Rolle spielen könnte. Die Zerstörung der Mikrotubuli durch Zellgifte hatte eine deut-
lich reduzierte STAT3-Mobilität zu späteren Zeitpunkten zur Folge (Daten nicht gezeigt).
Die punktförmigen Strukturen selber weisen keine schnelle, aber zum Teil eine gerichte-
te Bewegung nach Stimulation auf. In einer aktuellen Studie [143], in der der retrograde
Transport von STAT3 in verletzten Neuronen untersucht wurde, konnte gezeigt werden,
dass phosphoryliertes STAT3 in den Ausläufern mit Importin interagiert und dies zu ei-
ner Bindung an das Motorprotein Dynein führt. Dynein transportiert STAT3 retrograd zum
Zellkern, wo der Transkriptionsfaktor Gene induziert, welche für das Überleben der Zel-
len notwendig sind. Aspekte dieses Modells könnten auch in nicht-verletzten Neuronen
eine Rolle spielen und müssten durch weitere Untersuchungen überprüft werden. Eben-
falls bedarf es der Klärung, ob die punktförmigen Strukturen mit den eben beschriebenen
Möglichkeiten z.B. des retrograden Transports von STAT3 überhaupt in Zusammenhang
gebracht werden können. Die Tatsache, dass es sich bei den punktförmigen Strukturen
um Fixier-Artefakte handelt, kann jedoch ausgeschlossen werden, da die Punkte auch
in lebenden Zellen nachweisbar sind. Auch ein Überexpressions-Artefakt ist hier nicht
möglich, da STAT3-YFP unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors exprimiert
wird. Ähnliche Strukturen sind auch in Zellen sichtbar, welche statt STAT3-YFP fluoreszie-
rendes STAT5 exprimieren, obwohl die Strukturen dort andere Eigenschaften aufweisen.
Das Auftreten von YFP-Artefakten kann im Moment noch nicht vollständig ausgeschlos-
sen werden.
4.2 Der Wirkmechanismus von dominant-negativem STAT3
Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Wirkmechanismus von dominant-negativem STAT3
untersucht. Im Mittelpunkt der Analyse stand STAT3-YF. In dieser STAT3-Mutante ist auf-
grund einer Punktmutation das für die Phosphorylierung essentielle Tyrosin (Y) an Positi-
on 705 durch Phenylalanin (F) ersetzt. STAT3-YF sollte somit in stimulierten Zellen inaktiv
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vorliegen. In der Literatur ist jedoch ein dominant-negativer Effekt der STAT3-YF-Mutante
auf die Aktivität des endogenen STAT3-Wildtyps beschrieben. Der genaue Mechanismus
ist noch nicht aufgeklärt. Im Folgenden soll der Einfluss der STAT3-YF-Mutante auf die
Rezeptor-Bindung, Phosphorylierung, Dimer-Bildung und Kerntranslokation von endoge-
nem WT-STAT3 erörtert werden. Auf den Daten basierend wird ein möglicher Mechanis-
mus dargestellt, wie oder auf welche Weise STAT3-YF dominant-negativ wirkt. Versuche
mit STAT3-YF-Deletionsmutanten haben zusätzliche Hinweise gegeben, welche Domä-
nen des Transkriptionsfaktors für die Ausübung des inhibierenden Effekts wichtig sind und
ergänzen so das Bild der dominant-negativen Wirkung von STAT3-YF.
4.2.1 Die Anwesenheit von STAT3-YF-YFP in murinen embryonalen Stamm-
zellen beeinflusst den undifferenzierten Zustand der Zellen
Murine embryonale STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen, welche ebenfalls aus einer
Kooperation mit V. Poli (Universität Turin, Italien) hervorgegangen sind, enthalten ein Allel
STAT3 und ein Allel STAT3-YF-YFP. Die Zellen exprimieren beide STAT3-Varianten kon-
tinuierlich unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors. In stimulierten Zellen
sollte STAT3-YF als Folge der Mutation von Tyrosin 705 nicht phosphoryliert vorliegen.
Westernblot-Analysen der Tyrosin 705-Phosphorylierung von STAT3 in murinen embryo-
nalen STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen nach Stimulation mit IL-6-Typ-Zytokinen be-
stätigten diese Vermutung. Die Zellen weisen nach LIF- bzw. CNTF-Stimulation nur eine
Phosphorylierung von endogenem STAT3 an Tyrosin 705 auf (Abb. 3.9). Die STAT3-YF-
YFP-Mutante, welche ebenfalls in den Zellen exprimiert wird, ist wie zu erwarten nicht
phosphoryliert [68].
Die Anwesenheit von LIF und die dadurch induzierte STAT3-Aktivierung sind für den Er-
halt des undifferenzierten Zustandes der murinen embryonalen Stammzellen in-vitro er-
forderlich [24]. Nach Zugabe des Zytokins unterscheiden sich die STAT3-YF-YFP knock-
in Stammzellen aber bezüglich ihres Differenzierungsgrades von den STAT3-YFP knock-
in Stammzellen. Dabei wird eine deutlich erhöhte Anzahl von differenzierten STAT3-YF-
YFP knock-in Stammzellen in Anwesenheit von LIF beobachtet. Vergleiche der Zell-
Morphologie sowie der Nachweis der alkalischen Phosphatase-Expression in den Stamm-
zellen bestätigten dies (Abb. 3.10). Undifferenzierte Stammzellen weisen ein charakteris-
tisches Wachstum in kompakten Kolonien auf, welche durch einen glatten, klar abge-
grenzten Rand gekennzeichnet sind. Ebenfalls exprimieren undifferenzierte Stammzellen
verstärkt alkalische Phosphatase [24, 144], wodurch die Zellen nach Zugabe eines Sub-
strates durch die Aktivität des Enzyms mittels einer Farbreaktion nachweisbar sind. Der
in der Literatur beschriebene dominant-negative Effekt von STAT3-YF kann für die auffal-
lend große Anzahl differenzierter Stammzellen trotz Anwesenheit von LIF verantwortlich
gemacht werden. Die Expression einer induzierbaren STAT3-YF-Mutante in murinen em-
bryonalen Stammzellen führt ebenfalls zur Differenzierung der Zellen [89, 145] und bestä-
tigt somit die Beobachtung. Die Untersuchungen verdeutlichen, dass die STAT3-Aktivität
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für den Erhalt der Pluripotenz von Stammzellen in Anwesenheit von LIF essentiell ist. Ein
nachweisbarer dominant-negativer Effekt korreliert häufig mit der in der Zelle exprimierten
Proteinmenge von STAT3-YF und ist meist bei einem Überschuss der STAT3-YF-Mutante
zu endogenem STAT3 sichtbar. Bemerkenswerterweise führt die Expression der Mutan-
te unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors in den STAT3-YF-YFP knock-in
Stammzellen bereits zur Differenzierung der Zellen trotz Anwesenheit von LIF im Zellkul-
turmedium.
Die STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen weisen zusätzlich ein verlangsamtes Wachs-
tum im Vergleich zu STAT3-YFP knock-in Stammzellen auf. Das verringerte Wachstum
der Zellen kann mit der reduzierten STAT3-Aktivität in Anwesenheit der STAT3-YF-Mutante
in Zusammenhang gebracht werden. Aktiviertes STAT3 ist für IL-6-Typ-Zytokin-induziertes
Zellwachstum und Proliferation wichtig [146, 147].
Die endogene Expression von STAT3-YF-YFP in murinen embryonalen Stammzellen
führt zur nachweisbaren Differenzierung der Zellen trotz Anwesenheit von LIF. Dieser Ef-
fekt wird nicht durch eine Überexpression der STAT3-Mutante verursacht, sondern geht
von endogen exprimiertem STAT3-YF-YFP in den Zellen aus. Diese Beobachtung sowie
das Fehlen eines Modells der dominant-negativen Wirkung von STAT3-YF in der Litera-
tur führten dazu, dass die Mutante und die Untersuchung ihres Wirkmechanismus von
großem Interesse waren.
4.2.2 Die dominant-negative Wirkung von STAT3-YF
Im Zusammenhang mit dem Transkriptionsfaktor STAT3 sind in der Literatur verschiede-
ne dominant-negative Mutanten beschrieben. Das physiologisch vorkommende STAT3-β,
eine durch alternatives Spleißen um 55 Aminosäuren am C-terminalen Ende verkürzte
STAT3-Variante, agiert dominant-negativ in unterschiedlichen Zelltypen [66, 67].
In Patienten mit Hyper-IgE-Syndrom (HIES) wurden dominant-negative STAT3-Mutanten
identifiziert, welche als Ursache der Krankheit angesehen werden. Die Punktmutationen
befinden sich u.a. in der DNS-Bindungsdomäne oder in der SH2-Domäne des STAT3-
Proteins [71, 148].
Die artifizielle STAT3-YF-Mutante führt ebenfalls zu einer nachweisbar reduzierten Akti-
vität von endogenem WT-STAT3 in stimulierten Zellen [68]. Es ist noch nicht vollständig
geklärt, wie oder an welcher Stelle die STAT3-YF-Mutante dominant-negativ im STAT3-
Signalweg agiert. Die Möglichkeit, dass STAT3-YF aufgrund der Mutation von Tyrosin 705
ein unterschiedliches Verhalten bezüglich Stimulations-induzierter Rezeptor-Rekrutierung
oder Dimer-Bildung im Vergleich zu WT-STAT3 aufweist, ist nicht auszuschließen und soll-
te überprüft werden.
Zur vereinfachten Untersuchung des Wirkmechanismus von dominant-negativem STAT3-
YF wurden induzierbare Hek-Zellen hergestellt, welche STAT3-YF-YFP stabil ins Genom
integriert haben und das fluoreszierende Fusionsprotein nach Zugabe von Doxyzyklin
exprimieren. Die murinen embryonalen STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen wurden
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aufgrund ihrer speziellen Kultivierung nicht verwendet. Transient transfiziertes STAT3-YF
eignet sich ebenfalls nicht für alle Analysen, da aufgrund der starken Überexpression in
den Zellen z.B. schwach dominant-negative Effekte auf Ebene der endogenen STAT3-
Phosphorylierung schwer nachzuweisen sind.
Ein STAT3-YF-induzierter dominant-negativer Effekt ist nach IL-6-Stimulation in stabil
transfizierten Hek-Zellen beobachtbar. SOCS3 ist ein bekanntes Zielgen von STAT3.
Die Anwesenheit von STAT3-YF-YFP führt zu einer deutlich verringerten Expression der
SOCS3 mRNA in stimulierten Zellen im Vergleich zu Zellen ohne die STAT3-YF-Mutante
(Abb. 3.11). Die verminderte SOCS3 mRNA-Expression in stimulierten Zellen weist auf
eine reduzierte STAT3-Aktivität hin. Nakajima et al. [149] konnten eine verringerte STAT3-
Aktivität in Anwesenheit der STAT3-YF-Mutante im Reportergenassay nach IL-6-Stimula-
tion nachweisen. Ebenfalls durchgeführte Reportergenassays bestätigten den negativen
Einfluss von STAT3-YF auf die endogene STAT3-Aktivität in IL-6-stimulierten Zellen (Da-
ten nicht gezeigt) und stimmen mit dem Resultat der real-time-PCR-Analysen überein.
Im JAK/STAT-Signalweg ist die Kernanreicherung von phosphorylierten STAT3-Dimeren
eine Voraussetzung, um die Genexpression der Zelle zu beeinflussen. Die nachweisbar
verringerte STAT3-induzierte SOCS3-Genexpression nach IL-6-Stimulation in Gegenwart
der STAT3-YF-Mutante kann evtl. als Folge einer verminderten nukleären Translokati-
on von WT-STAT3 angesehen werden. Mit dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop
wurde der Einfluss von STAT3-YF-YFP auf die Kernanreicherung von STAT3-CFP nach
IL-6-Stimulation untersucht (Abb. 3.12). STAT3-CFP reichert sich nach IL-6-Stimulation
im Zellkern an. Dies verdeutlicht, dass die Stimulation mit IL-6 zu einer Aktivierung und
nukleären Translokation von STAT3 führt. Zellen mit einer geringen STAT3-YF-YFP-Ex-
pression weisen im Gegensatz dazu eine verminderte STAT3-CFP Kerntranslokation auf.
Eine starke Expression von STAT3-YF-YFP führt zu einer vollständigen Inhibierung der
nukleären Translokation von STAT3-CFP nach IL-6-Stimulation. Der Grad der Kernanrei-
cherung von WT-STAT3 ist demzufolge von der Proteinmenge der vorhandenen STAT3-
YF-Mutante in den Zellen abhängig. STAT3-YF-YFP selber reichert sich nicht im Zellkern
an. Dies bestätigt, dass für die Stimulations-induzierte nukleäre Translokation von STAT3
die Phosphorylierung an Tyrosin 705 essentiell ist [30].
Die Beobachtungen, dass STAT3-YF die IL-6-induzierte Kernanreicherung von WT-STAT3
sowie die SOCS3-Genexpression verhindert, wirft die Frage auf, ob die YF-Mutante be-
reits die Phosphorylierung von endogenem WT-STAT3 beeinträchtigt. Der Einfluss der
STAT3-YF-Mutante auf die endogene STAT3-Phosphorylierung wurde in stabil transfizier-
ten Hek-Zellen nach Stimulation mit IL-6 für verschiedene Zeitpunkte untersucht (Abb.
3.13). Durch Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen Doxyzyklin ins Zellkulturme-
dium konnte die Expression der Mutante in den Zellen kontrolliert werden. Die endogene
STAT3-Phosphorylierung ist auffallend gering, wenn STAT3-YF-YFP im Überschuss in
den Zellen vorliegt. Bei annähernd vergleichbaren Konzentrationen von STAT3-YF-YFP
und endogenem STAT3 ist die Phosphorylierung von endogenem STAT3 ebenfalls redu-
ziert. Der Effekt ist aber deutlich schwächer. In Abwesenheit von STAT3-YF ist nach Zu-
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gabe von IL-6 endogenes STAT3 stark phosphoryliert. STAT3-YF-YFP hat somit bereits
einen negativen Einfluss auf Ebene der endogenen STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-
Stimulation. Dieses Resultat erklärt, dass die unterschiedliche IL-6-induzierte Kernanrei-
cherung von STAT3-CFP vom Expressionslevel der Mutante in den Zellen abhängig ist
(Abb. 3.12). Der negative Einfluss von STAT3-YF auf die STAT3-Phosphorylierung stimmt
mit Daten aus der Literatur überein [150, 151]. Interessanterweise hat STAT3-YF keinen
negativen Einfluss auf die ERK1/2-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation. Eine redu-
zierte STAT3-Phosphorylierung geht eher mit einer verstärkten ERK1/2-Phosphorylierung
einher, was durch die fehlende SOCS3-Induktion zu erklären ist [152].
Nakajima [149] sowie Kaptein et al. [68] beschreiben einen möglichen Mechanismus, wie
oder auf welche Weise STAT3-YF dominant-negativ agiert. Laut ihrer Theorie konkurriert
STAT3-YF mit WT-STAT3 um Bindestellen am aktivierten gp130-Rezeptor in stimulierten
Zellen, was einen negativen Einfluss auf die WT-STAT3-Phosphorylierung zur Folge hat.
Diese Möglichkeit ist auf Grund der bisherigen Ergebnisse denkbar, wirft jedoch die Fra-
ge auf, ob die STAT3-YF-Mutante an aktivierte gp130-Rezeptoren binden kann und wenn
ja, erfolgt z.B. auf Grund fehlender Tyrosin-Phosphorylierung eine verlängerte Rezeptor-
Bindung oder weist die Mutante generell ein differenziertes Verhalten im Vergleich zu
WT-STAT3 auf. Für die Bindung von STAT3 an aktivierte gp130-Rezeptoren ist neben der
SH2-Domäne, welche die Interaktion zwischen STAT3 und einem phosphoryliertem Tyro-
sin des Rezeptors vermittelt, die coiled-coil-Domäne wichtig [120, 153]. Bis jetzt sind nicht
alle Schritte der Rezeptor-Bindung und der Phosphorylierung von STAT3 durch JAKs an
aktivierten Rezeptoren aufgeklärt und verstanden, wodurch ein eher vereinfachtes Bild
entsteht.
Die Rezeptor-Bindung wurde mittels Peptid-Präzipitationen mit gp130-Rezeptor-Peptiden
untersucht. STAT3-YF-YFP konnte eindeutig mit dem gp130-Rezeptor-Peptid präzipitiert
werden (Abb. 3.14). Es sind keine Unterschiede zwischen der Bindung von WT-STAT3
und der YF-Mutante sichtbar. Als Negativkontrolle wurde STAT3-R609Q-YFP verwen-
det. Dieses Protein weist eine Punktmutation in der SH2-Domäne auf und zeigte er-
wartungsgemäß nur eine sehr schwache Bindung [47, 120]. Die Theorie, dass neben
der SH2-Domäne zusätzlich die coiled-coil-Domäne für die Rezeptor-Bindung notwendig
ist, konnte ebenfalls bestätigt werden. STAT3-YF-Deletionsmutanten, denen die coiled-
coil-Domäne fehlt, konnten mit dem gp130-Peptid nicht präzipitiert werden (Daten nicht
gezeigt). Die Punktmutation von STAT3-YF an Position 705 hat somit keinen nachweis-
baren negativen Einfluss auf die Bindung an den aktivierten gp130-Rezeptor. Damit stellt
der bereits erwähnte Konkurrenzkampf [68] zwischen STAT3-YF und WT-STAT3 um Bin-
dungsstellen am gp130-Rezeptor eine Möglichkeit dar, wie STAT3-YF dominant-negativ
auf die endogene STAT3-Aktivität wirkt. Die Annahme, dass STAT3-YF nach der Bin-
dung an den gp130-Rezeptor auf Grund einer fehlenden Tyrosin-Phosphorylierung eine
dauerhafte Bindung aufweist, konnte während der Untersuchungen mit dem konfokalen
Laser-scanning-Mikroskop nicht bestätigt werden. STAT3-YF-YFP konnte nicht am zyto-
plasmatischen Teil der membranständigen Rezeptoren nachgewiesen werden, was der
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Fall wäre, wenn durch die fehlende Phosphorylierung die Ablösung vom Rezeptor verhin-
dert würde.
Die Arbeit von Kaptein et al. [68], eine der wenigen Studien, welche sich mit dem Me-
chanismus der dominant-negativen STAT3-YF-Mutante beschäftigt, diskutiert eine wei-
tere Möglichkeit, wie STAT3-YF negativ in den IL-6-induzierten STAT3-Signalweg ein-
greifen kann. Die zweite Möglichkeit betrifft die Ausbildung von Heterodimeren zwischen
STAT3-YF und phosphoryliertem STAT3 in stimulierten Zellen. Im nativen Gel wurde die
Ausbildung von STAT3-YF-Dimeren nach IL-6-Stimulation überprüft (Abb. 3.15). STAT3-
YF-YFP bildet genauso wie STAT3-YFP vor sowie nach Stimulation Dimere. Dabei kann
man Homodimere und Heterodimere mit endogenem WT-STAT3 unterscheiden. Diese
Beobachtungen wurden mit Immun-Präzipitationen bestätigt (Abb. 3.16). Von Vorteil er-
wies sich die Tatsache, dass STAT3-YF-YFP selber nicht phosphoryliert vorliegt und es
so möglich war, endogen phosphoryliertes STAT3 zu präzipitieren und eine Interaktion
mit STAT3-YF zu detektieren (Abb. 3.16A). In einer weiteren Immun-Präzipitation (Abb.
3.16B) wurde mit einem GFP-Antikörper STAT3-YF-YFP präzipitiert und eine Interaktion
mit nicht-fluoreszierendem STAT3 vor und nach Stimulation nachgewiesen.
Das Auftreten von Heterodimeren zwischen STAT3-YF und WT-STAT3 wurde auch mit-
tels konfokaler Laser-scanning-Mikroskopie bestätigt. Hierzu wurde das STAT3-YF-YFP-
NLS-Konstrukt verwendet, welches aufgrund der NLS im Kern lokalisiert ist. Koexprimier-
tes STAT3-CFP reichert sich gemeinsam mit STAT3-YF-YFP-NLS im Zellkern an (Abb.
3.22). Die Detektion von STAT3-CFP im Zellkern unstimulierter Zellen ist durch die He-
terodimerisierung von STAT3-YF-YFP-NLS und STAT3-CFP erklärbar. Dabei handelt es
sich um präformierte Heterodimere, welche bereits im nativen Gel nachgewiesen wurden
(Abb. 3.15). Der Zusammenhang zwischen dominant-negativem Effekt und präformierten
Dimeren wird im nächsten Kapitel diskutiert (siehe Abschnitt 4.2.3).
Die zelluläre Lokalisation der STAT3-YF-Mutante scheint für die Ausübung des dominant-
negativen Effekts nicht ausschlaggebend zu sein. STAT3-YF-YFP-NLS weist auch im
Zellkern nach IL-6-Stimulation einen negativen Effekt auf die endogene STAT3-Aktivität
auf. Dies spiegelt sich durch eine reduzierte STAT3-induzierte SOCS3 mRNA-Expression
nach IL-6-Stimulation wieder, im Vergleich zu stimulierten Zellen ohne STAT3-YF-Mutante
(Abb. 3.21). Das Auftreten von semi-phosphorylierten STAT-Heterodimeren ist in der Li-
teratur bestätigt. Kretzschmar et al. [77] zeigten mit FRET-Messungen, dass STAT3-
YF mit WT-STAT3 vor und nach Stimulation Dimere bilden kann. Die Stimulation führt
aber zu keiner Zunahme des FRET-Signals, was bedeutet, dass nur dann aktive Dime-
re entstehen, wenn beide STAT3-Proteine phosphoryliert vorliegen. Gupta et al. [154]
beschreiben STAT1-Dimere, in denen nur ein STAT1-Protein phosphoryliert vorliegt. Die-
se Beobachtung wurde von der Arbeitsgruppe um Vinkemeier [155] bestätigt. Phospho-
ryliertes STAT1 kann Dimere mit unphosphoryliertem STAT1 bilden. Die Interaktion er-
folgt wahrscheinlich über die N-terminale Domäne des STAT-Proteins, da eine einzige
Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktion nicht zu stabilen Dimeren führt. Den Studi-
en zufolge ist demnach eine Dimerisierung von STAT3-YF mit phosphoryliertem WT-
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STAT3 nicht ausgeschlossen. Die Protein-Interaktion führt jedoch zu inaktiven Dimeren,
welche keinen Einfluss auf die zelluläre Genexpression ausüben. Im EMSA konnte für
STAT3-YF-YFP-NLS (Abb. 3.23) nachgewiesen werden, dass keine DNS-Bindung erfolgt.
Die Anwesenheit der STAT3-YF-Mutante verringert stattdessen die Ausbildung von akti-
ven STAT3-Dimeren. Die Abnahme der STAT3-Homodimere korreliert mit der Zunahme
der STAT3-YF-YFP-Expression in den Zellen. Die DNS-Bindung von Heterodimeren zwi-
schen STAT3-YF-YFP und endogenem STAT3 ist aufgrund inaktiver Dimere nicht nach-
weisbar. Haan et al. [156] bestärken diese Beobachtungen. STAT1-YF bildet sowohl keine
DNS-bindenden Homo- als auch Heterodimere mit STAT3 aus.
Die Ausbildung von Heterodimeren zwischen STAT3-YF und WT-STAT3 stellt, neben dem
beschriebenen Konkurrenzkampf um Bindestellen am aktivierten gp130-Rezeptor, ei-
ne zweite Möglichkeit dar, wie STAT3-YF dominant-negativ im IL-6-induzierten STAT3-
Signalweg agiert. Die Interaktion von STAT3-YF mit phosphoryliertem STAT3 führt zu
inaktiven Dimeren, welche nicht an die DNS binden und die Genexpression in der Zelle
beeinflussen. Für die Ausbildung aktiver DNS-bindender Dimere ist die Phosphorylierung
beider STAT3-Proteine sowie wechselseitige Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktion-
en erforderlich. STAT3-YF greift negativ in die Ausbildung von aktiven WT-STAT3-Dimeren
ein und beeinflusst auf diese Weise die Aktivität von STAT3, was u.a. auch durch ei-
ne verringerte transkriptionelle Aktivität nachweisbar ist. Die STAT3-Mutante weist neben
der fehlenden Phosphorylierung bzw. nukleären Translokation keine auffallenden Unter-
schiede bezüglich Rezeptor-Bindung und Dimer-Ausbildung im Vergleich zu WT-STAT3
auf, welche auf die Mutation von Tyrosin 705 zurückzuführen wären.
4.2.3 Die N-terminale Domäne von STAT3-YF ist für die Ausübung des
dominant-negativen Effekts notwendig
Mit STAT3-YF-Deletionsmutanten sollte aufgeklärt werden, welche Domänen des Tran-
skriptionsfaktors für die Ausübung des dominant-negativen Effekts notwendig sind. Vogt
et al. [78] zeigten, dass die N-terminale Domäne von STAT3 essentiell für die Ausbildung
von präformierten Dimeren in Abwesenheit eines Stimulus ist. Die Frage, ob präformierte
Dimere bzw. die N-terminale Domäne von STAT3-YF eine entscheidende Rolle bei der
Ausübung des dominant-negativen Effekts spielen, sollte analysiert werden.
STAT3-YF-∆N-YFP bildet weder vor noch nach IL-6-Stimulation Dimere aus. Dies konnte
im nativen Gel nachgewiesen werden (Abb. 3.17) und bestätigt die Notwendigkeit der N-
terminalen Domäne für die Ausbildung präformierter Dimere. Die STAT3-Dimer-Bildung
in stimulierten Zellen beruht auf einer wechselseitigen Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-
Interaktion, was in diesem Fall aufgrund der vorliegenden Punktmutation an Position 705
nicht möglich ist. STAT3-∆N-YFP bildet ebenfalls keine präformierten Dimere, kann aber
nach IL-6-Stimulation Tyrosin-Phosphorylierungs-abhängige Dimere bilden. WT-STAT3
und STAT3-YF-YFP bilden sowohl präformierte Heterodimere als auch Heterodimere
nach Stimulation aus. Das Auftreten von STAT3-YF-Homodimeren in stimulierten Zellen
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beruht nicht auf der klassischen Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktion sondern auf
einer Tyrosin-Phosphorylierungs-unabhängigen STAT3-Interaktion.
Interessanterweise übt STAT3-YF-∆N-YFP nur einen sehr schwachen dominant-negativ-
en Effekt auf die endogene STAT3-Aktivität aus. STAT3-YF-∆N-YFP kann die IL-6-indu-
zierte Expression des SOCS3 Gens nicht unterdrücken (Abb. 3.18). In weiteren Untersu-
chungen bestätigte sich, dass die N-terminale Domäne von STAT3-YF für den negativen
Einfluss im STAT3-Signalweg notwendig ist, da sowohl auf Ebene der endogenen STAT3-
Phosphorylierung (Abb. 3.19) als auch bei der nukleären Translokation von STAT3-CFP
nach Stimulation mit IL-6 kein negativer Effekt von STAT3-YF-∆N-YFP detektierbar war
(Abb. 3.20). Die Resultate zeigen, dass die N-terminale Domäne von STAT3-YF für die
Ausübung des dominant-negativen Effekts von großer Bedeutung ist und ergänzen die
unter Abschnitt 4.2.2 beschriebenen zwei Möglichkeiten, wie STAT3-YF dominant-negativ
im STAT3-Signalweg agiert.
Die Interaktion von STAT3-YF mit phosphoryliertem WT-STAT3 führt zu inaktiven Hetero-
dimeren, welche nicht an DNS binden können (Abb. 3.23). In diesen Heterodimeren liegt
aufgrund der Punktmutation an Position 705 nur eine einzelne Phospho-Tyrosin/SH2-
Domänen-Interaktion vor, was eine schwache Protein-Bindung sowie eine Instabilität der
STAT3-Dimere zur Folge haben würde. Die Ausbildung der semi-phosphorylierten STAT3-
Dimere beruht demzufolge auf einer Interaktion der beiden N-terminalen Domänen, wie
es bereits für STAT1 beschrieben wurde [155]. Die Deletion einer einzelnen N-terminalen
Domäne verhindert die Ausbildung von semi-phosphorylierten STAT1-Dimeren. Diese
Beobachtung konnte für STAT3-YF mittels nativer Gelelektrophorese bestätigt werden
(Abb. 3.17).
Es ist vorstellbar, dass die Interaktion mittels N-terminaler Domäne zu einer offeneren
Dimer-Konformation führt, im Vergleich zur Konformation von aktiven Dimeren, welche
sich über wechselseitige Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktionen bilden. Diese of-
fenere Konformation würde die Präzipitation von phosphoryliertem endogenem STAT3 mit
einem pY705-STAT3-Antikörper (Abb. 3.16A) erklären, da phosphoryliertes STAT3 sonst
eher in einer geschlosseneren Konformation vorliegt, wenn es mit der SH2-Domäne des
ebenfalls phosphorylierten Bindungspartners interagiert [47]. Eine nachweisbare Konfor-
mationsänderung zwischen präformierten Dimeren und den semi-phosphorylierten Dime-
ren nach Stimulation wird nicht erwartet. Diese Vermutung wird von Kretzschmar et al.
[77] bestätigt, die ein FRET-Signal zwischen STAT3-YF und WT-STAT3 in unstimulierten
Zellen messen konnten. Nach Stimulation und Phosphorylierung von WT-STAT3 zeigte
sich jedoch keine Veränderung oder Zunahme des FRET-Signals in den Zellen, was auf
eine fehlende nachweisbare Konformationsänderung zwischen STAT3-YF und WT-STAT3
zurückzuführen ist.
Die Ausbildung der STAT3-YF-Homodimere beruht ebenfalls auf einer Interaktion der N-
terminalen Domänen, da zum einen die Deletion der Domäne die Dimer-Bildung verhin-
dert und zum anderen keine klassischen wechselseitigen Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-
Interaktionen aufgrund der Punktmutation möglich sind.
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Präformierte Dimere können eine weitere Rolle im Wirkmechanismus der STAT3-YF-
Mutante spielen. Eine Interaktion von STAT3-YF mit WT-STAT3 in unstimulierten Zellen
konnte in nativen Gelen (Abb. 3.15) und Immun-Präzipitationen (Abb. 3.16) nachgewie-
sen werden. STAT3-YF bildet in Abwesenheit eines Stimulus mittels seiner N-terminalen
Domäne präformierte Dimere mit unphosphoryliertem STAT3 aus. Nach Stimulation er-
folgt die Rekrutierung des Dimers zum gp130-Rezeptor und die Phosphorylierung von
WT-STAT3 an Tyrosin 705. Die fehlende Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3-YF verhin-
dert wechselseitige Phospho-Tyrosin/SH2-Domänen-Interaktionen, die für die Ausbildung
aktiver DNS-bindender Dimere notwendig sind. Die Prä-Dimerisierung von STAT3-YF mit
einem potenziell aktivem STAT3 verringert die Wahrscheinlichkeit, dass WT-STAT3 einen
Bindungspartner findet, welcher ebenfalls phosphoryliert werden kann. Je mehr Mutan-
te in der Zelle vorliegt, desto mehr WT-STAT3 ist vor Stimulation bereits von STAT3-YF
gebunden. Dies erklärt den Einfluss auf die endogene STAT3-Phosphorylierung und auf
die daraus resultierende Kernanreicherung. Der Konkurrenzkampf zwischen STAT3-YF
und WT-STAT3 um Bindestellen am aktivierten gp130-Rezeptor bleibt bestehen. Sowohl
das in präformierten Dimeren vorliegende STAT3-YF als auch die in der Zelle zusätzlich
existierenden STAT3-YF-Monomere (Abb. 3.15) reduzieren die Stimulations-vermittelte
Bindung und Phosphorylierung von WT-STAT3 am gp130-Rezeptor.
Im folgendem Schema (Abb. 4.1) ist der Wirkmechanismus der dominant-negativ agie-
renden STAT3-YF-Mutante im IL-6-induzierten STAT3-Signalweg zusammengefasst.
Die Möglichkeit, dass präformierte Dimere nach Zugabe eines Stimulus nur durch eine
Konformationsänderung in aktive Dimere überführt werden können, wird wegen relativ
gleichbleibender Verhältnisse der Monomer- und Dimer-Anteile in den Zellen vor und
nach Stimulation in Betracht gezogen [78].
Die STAT3-YF-Mutante reichert sich nach IL-6-Stimulation aufgrund fehlender Tyrosin-
Phosphorylierung nicht im Zellkern an. Die nukleäre Translokation von phosphoryliertem
WT-STAT3, welche nach Stimulation erwartungsgemäß erfolgt, ist durch die Anwesenheit
von STAT3-YF reduziert (Abb. 3.12). Mögliche Gründe einer verminderten Kerntranslo-
kation von WT-STAT3 könnten ein verringerter Import der semi-phosphorylierten STAT3-
Heterodimere sein. Durch das Fehlen einer wechselseitigen Phospho-Tyrosin/SH2-Do-
mänen-Interaktion nach Stimulation liegt evtl. eine STAT3-Konformation vor, in der die
NLS für eine Bindung durch Importine nicht zugänglich ist [157]. Eine andere Möglichkeit
wäre, dass der Import normal abläuft, jedoch im Zellkern durch die offenere Konforma-
tion der semi-phosphorylierten STAT3-Heterodimere und ihre fehlende DNS-Bindung ei-
ne schnelle Dephosphorylierung von WT-STAT3 stattfindet, wodurch die STAT3-Proteine
schneller aus dem Kern exportiert werden. Eine Anreicherung der Heterodimere im Zell-
kern ist so nicht möglich. Die Dephosphorylierung ist für den Export der Proteine aus
dem Zellkern wichtig. Dies wurde bereits für STAT1 [158] und STAT3 [45, 159] gezeigt.
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Abbildung 4.1: Wirkmechanismus der dominant-negativ agierenden STAT3-YF-Mutante im
STAT3-Signalweg nach IL-6-Stimulation
1) STAT3-YF konkurriert mit WT-STAT3 um Bindestellen am gp130-Rezeptor nach IL-6-Stimulation,
2) Ausbildung von inaktiven, nicht DNS-bindenden, semi-phosphorylierten Heterodimeren zwi-
schen STAT3-YF und WT-STAT3 nach Stimulation, 3) Präformierte Dimere zwischen STAT3-YF
und WT-STAT3 im unstimuliertem Zustand verringern die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von
aktiven, DNS-bindenden STAT3-Homodimeren nach Zugabe von IL-6.
4.2.4 Die Deletion der Transaktivierungsdomäne verstärkt den dominant-
negativen Effekt von STAT3-YF
Untersuchungen der STAT3-YF-Mutante ohne N-terminale Domäne haben dazu beige-
tragen, den Mechanismus wie STAT3-YF dominant-negativ im IL-6-induzierten STAT3-
Signalweg agiert, aufzuklären (siehe Abschnitt 4.2.3). In dieser Arbeit wurde zusätzlich
die Auswirkungen einer STAT3-YF-Deletionsmutante ohne Transaktivierungsdomäne auf
den dominant-negativen Effekt nach IL-6-Stimulation analysiert.
Im Vergleich zu IL-6-stimulierten Zellen ohne Mutante, führte die Anwesenheit von STAT3-
YF-∆TAD-YFP zu einer deutlich verringerten SOCS3 mRNA-Expression (Abb. 3.25).
Ein dominant-negativer Effekt der STAT3-Mutante konnte ebenfalls im Reportergenassay
nach IL-6-Stimulation in transient transfizierten HepG2-Zellen nachgewiesen werden (Abb.
3.24). Der sich auf die STAT3-induzierte Genexpression auswirkende negative Effekt der
STAT3-YF-∆TAD-YFP-Mutante ist auch auf Ebene der endogenen STAT3-Phosphorylie-
rung nach IL-6-Stimulation sichtbar (Abb. 3.26). Im Gegensatz zu STAT3-YF-YFP führen
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bereits geringe Expressionslevel von STAT3-YF-∆TAD-YFP zu einer auffallend reduzier-
ten STAT3-Phosphorylierung. Dies weist auf einen starken dominant-negativen Effekt der
am C-terminalen Ende verkürzten STAT3-YF-Mutante hin. Zudem ist eine verminderte
Kernanreicherung von STAT3-CFP in Anwesenheit von STAT3-YF-∆TAD-YFP in stimu-
lierten Zellen zu beobachten (Abb. 3.27).
Die Resultate verdeutlichen, dass die Transaktivierungsdomäne von STAT3-YF für die
Ausübung des dominant-negativen Effekts nicht zwingend notwendig ist im Gegensatz zu
der N-terminalen Domäne. STAT3-YF-∆TAD weist eine mit STAT3-YF vergleichbare, zum
Teil sogar stärker inhibierende Wirkung auf Ebene der endogenen STAT3-Phosphorylier-
ung und SOCS3 mRNA-Expression auf. Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass in
STAT3-YF-∆TAD-YFP bereits zwei dominant-negativ agierende STAT3-Varianten vereint
sind. Neben STAT3-YF weist auch STAT3-β eine dominant-negative Wirkung auf [66]. Bei
STAT3-β sind 55 Aminosäuren am C-terminalen Ende des Proteins durch 7 Aminosäuren
ersetzt, welche spezifisch für die verkürzte STAT3-Variante sind.
Der inhibierende Effekt von STAT3-β auf die endogene STAT3-Aktivität basiert auf einer
Kombination aus den beiden folgenden Beobachtungen: STAT3-β-Homodimere weisen
eine höhere Affinität zur DNS auf als WT-STAT3-Homodimere. Durch die starke und ver-
mehrte Bindung von STAT3-β an die DNS sind Bindestellen für WT-STAT3 länger blo-
ckiert und nur eine geringe DNS-Interaktion ist möglich. Die Bindung an die DNS ist
Tyrosin-Phosphorylierungs-abhängig. Die Mutante selber weist aufgrund der verkürzten
Transaktivierungsdomäne aber keine transkriptionelle Aktivität auf, was u.a. an der feh-
lenden Phosphorylierung an Serin 727 liegen kann. Diese Phosphorylierung ist für eine
maximale Transkriptionsaktivität von STAT3 entscheidend [160]. Die zweite Beobachtung
betrifft die Ausbildung und Anwesenheit von STAT3-β/WT-STAT3-Heterodimeren, die eine
reduzierte transkriptionelle Aktivität aufweisen [67]. Die Deletion der Transaktivierungs-
domäne und ein daraus resultierender dominant-negativer Effekt ist auch für STAT5 nach-
gewiesen worden [161].
Die Ausübung eines dominant-negativen Effekts durch die Bindung von Homodimeren an
DNS entfällt bei STAT3-YF-∆TAD-YFP aufgrund der fehlenden Tyrosin-Phosphorylierung.
Dies wurde in der Literatur mit STAT3-β, welches eine Mutation an Tyrosin 705 aufweist,
gezeigt [162].
Die Ausbildung von Heterodimeren zwischen STAT3-YF-∆TAD-YFP und WT-STAT3 könn-
te eine Erklärung für den starken dominant-negativen Einfluss sein, da dadurch inaktive
semi-phosphorylierte STAT3-Dimere entstehen, welche keine transkriptionelle Aktivität
aufweisen im Gegensatz zu den phosphorylierten STAT3-β/WT-STAT3-Heterodimeren,
die eine schwache transkriptionelle Aktivität ausüben. Bereits die Anwesenheit gerin-
ger Mengen STAT3-β verhindert die Ausbildung von STAT3-Homodimeren fast komplett
und fördert so die Bildung von Heterodimeren [162]. In dieser Arbeit führte die Expressi-
on geringer Mengen STAT3-YF-∆TAD-YFP in den Zellen ebenfalls zu einem dominant-
negativen Effekt auf Ebene der endogenen STAT3-Phosphorylierung (Abb. 3.26). Der
Konkurrenzkampf zwischen der Mutante und WT-STAT3 um Bindestellen am aktivier-
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ten gp130-Rezeptor nach Stimulation kann zusätzlich erfolgen. Um ein exakteres Bild
zu bekommen, wie und an welcher Stelle STAT3-YF-∆TAD einen stärkeren dominant-
negativen Effekt als STAT3-YF ausübt, sind weitere Untersuchungen erforderlich.
4.2.5 STAT3-YF agiert nur im STAT3-Signalweg dominant-negativ
Die Resultate zeigen eindeutig, dass STAT3-YF im IL-6-induzierten STAT3-Signalweg
dominant-negativ agiert (siehe Abschnitt 4.2.2). Dies führte zu der Frage, ob die STAT3-
YF-Mutante auch andere STAT-Signalwege wie z.B. den STAT1- bzw. STAT5-Signalweg
beeinträchtigen kann. Es wurde der Einfluss von STAT3-YF-YFP auf die STAT1-Phosphor-
ylierung nach IFN-γ-Stimulation untersucht (Abb. 3.28). In Anwesenheit von STAT3-YF-
YFP ist keine verringerte STAT1-Phosphorylierung nach IFN-γ-Stimulation für 30 Mi-
nuten nachweisbar. Die Beobachtung verdeutlicht, dass die dominant-negativ agieren-
de STAT3-YF-Mutante ihre inhibierende Wirkung spezifisch im STAT3-Signalweg aus-
übt. Haan et al. [156] stärken dieses Ergebnis mit EMSA-Daten, in denen STAT1-YF
ebenfalls nicht den STAT3-Signalweg beeinträchtigt. Zusätzliche Untersuchungen zeig-
ten, dass STAT3-YF auch keinen negativen Einfluss auf die IFN-γ-vermittelte STAT5-
Phosphorylierung ausübt (Daten nicht gezeigt).
Der dominant-negative Effekt von STAT3-YF ist auf den STAT3-Signalweg begrenzt, da
STAT3-YF sehr wahrscheinlich nur mit STAT3 und nicht mit anderen STATs präformierte
Dimere ausbildet.
Die Liganden-abhängige Aktivierung von STAT3 an membranständigen Rezeptorkomple-
xen stellt nur eine Möglichkeit dar die STAT3-Signaltransduktion in den Zellen zu induzie-
ren. Onkogene zytoplasmatische Tyrosin-Kinasen, wie v-src, führen zu einer dauerhaften
Aktivierung von STAT3, die unabhängig vom aktivierten Rezeptor erfolgt [69, 70]. Un-
tersuchungen zeigten, dass STAT3-YF ebenfalls die v-src-induzierte Aktivität von STAT3
negativ beeinflussen kann (Daten nicht gezeigt). Eine STAT3-YF-vermittelte Inhibierung
von konstitutiv aktivem STAT3 konnte in B16 Melanoma-Zellen [163] sowie in anderen
Krebszellen nachgewiesen werden [164]. Diese Befunde sprechen für die Bedeutung
der Rezeptor-unabhängigen Mechanismen bei der dominant-negativen Wirkung der YF-
Mutante.
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Der Transkriptionsfaktor STAT3, welcher durch IL-6-Typ-Zytokine, IFN-α oder Wachs-
tumsfaktoren wie EGF aktiviert werden kann, hat vielfältige zelluläre Aufgaben. STAT3
beeinflusst u.a. die Akut-Phase-Antwort in der Leber, die Wundheilung sowie die Pluripo-
tenz muriner embryonaler Stammzellen. In unstimulierten Zellen liegt unphosphoryliertes
STAT3 gleichmäßig verteilt im Zytoplasma und im Zellkern vor. Diese Gleichverteilung ist
auf kontinuierliche Import-/Exportprozesse des Transkriptionsfaktors zurückzuführen [79].
Die Zugabe eines Stimulus hat die STAT3-Rekrutierung zum aktivierten Rezeptorkomplex
sowie die Tyrosin 705-Phosphorylierung zur Folge. Aktivierte STAT3-Dimere reichern sich
daraufhin im Zellkern an und beeinflussen durch DNS-Bindung die Genexpression in den
Zellen [72]. Die Anreicherung im Zellkern erfolgt innerhalb weniger Minuten nach Zugabe
eines Stimulus, was auf eine hohe intrazelluläre STAT3-Mobilität zurückzuführen ist. Die
Frage, ob die nukleäre Translokation über größere Distanzen in neuronalen Zellen nach
Zugabe von IL-6-Typ-Zytokinen hauptsächlich auf schneller Diffusion des Transkriptions-
faktors beruht oder ob aktive Transportprozesse eine wichtige Rolle spielen, ist noch nicht
vollständig aufgeklärt.
Im ersten Teil der Arbeit wurden murine embryonale STAT3-YFP knock-in Stammzellen
charakterisiert und die STAT3-YFP-Mobilität in zu Neuronen differenzierten Stammzellen
untersucht. Die Gen-modifizierten Stammzellen weisen eine kontinuierliche heterozygo-
te STAT3-YFP-Expression unter der Kontrolle des endogenen STAT3-Promotors auf. Die
Zugabe von IL-6 bzw. LIF führte zu einer vergleichbaren Phosphorylierung von STAT3
und STAT3-YFP in den stimulierten Zellen sowie zu einer deutlichen nukleären Translo-
kation von STAT3-YFP.
Die Ausbildung von embryoid bodies wurde während der spontanen Differenzierung der
murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen untersucht. Die EBs der Gen-
modifizierten Stammzellen unterscheiden sich nicht von den in der Literatur dargestell-
ten dreidimensionalen Zellaggregaten. Während der spontanen Differenzierung in Ab-
wesenheit von LIF ist eine ansteigende STAT5-Expression sowie eine starke ERK1/2-
Phosphorylierung in den Zellen nachweisbar. Die STAT3-Expression ist zu Beginn der
spontanen Differenzierung reduziert, steigt aber zu späteren Zeitpunkten wieder an.
Die murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen wurden zu Neuronen dif-
ferenziert. Mit Durchlichtaufnahmen konnte die sich verändernde Zellmorphologie wäh-
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rend der neuronalen Differenzierung nachgewiesen werden. Immunfluoreszenzen mit
Neuronen-Markern bestätigten den neuronalen Charakter der differenzierten Zellen.
Die intrazelluläre Verteilung von STAT3-YFP in Abwesenheit eines Stimulus sowie die
nukleäre Translokation nach Zugabe von IL-6-Typ-Zytokinen wurde in den zu Neuronen
differenzierten Zellen untersucht. STAT3-YFP reichert sich nach Stimulation deutlich im
Kern der Zellen an. Die nukleäre Translokation ist sowohl nach Zugabe von löslichem LIF
als auch bei immobilisiertem LIF nachweisbar. In unstimulierten Zellen ist STAT3-YFP
gleichmäßig in den Ausläufern und im Zellkörper der differenzierten Zellen verteilt.
Mit FRAP-Messungen wurde die STAT3-YFP-Mobilität über größere Distanzen in den
zu Neuronen differenzierten Zellen am konfokalen Laser-scanning-Mikroskop analysiert.
STAT3-YFP diffundiert in stimulierten Neuronen langsamer als in unstimulierten Zellen.
Der Transkriptionsfaktor weist eine im Nukleus und Zytoplasma vergleichbare Mobilität
auf, welche im Axon unstimulierter Zellen deutlich verlangsamt ist. Nach Stimulation mit
CNTF ist in allen drei Kompartimenten eine verringerte Mobilität nachweisbar. Punktför-
mige fluoreszierende Strukturen sind zum Teil in den Axonen stimulierter Zellen sichtbar.
Überexpressionsartefakte können in diesem Zellsystem aufgrund der endogenen Expres-
sion von STAT3-YFP ausgeschlossen werden. Das Auftreten von signaling endosomes
oder eine Interaktion von STAT3-YFP mit Transportvesikeln in den Ausläufern der Zellen
wurde in diesem Zusammenhang diskutiert.
Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Wirkmechanismus von dominant-negativem STAT3-
YF untersucht. In dieser artifiziell hergestellten STAT3-Mutante ist die Aminosäure Tyrosin
an Position 705 durch Phenylalanin ersetzt. Nach Stimulation erfolgt keine Phosphorylie-
rung von STAT3-YF. Die Aktivität von endogenem STAT3 ist aber durch die Anwesenheit
der Mutante stark beeinträchtigt. Der exakte Mechanismus der dominant-negativ agie-
renden STAT3-YF-Mutante ist noch nicht vollständig aufgeklärt.
In murinen embryonalen STAT3-YF-YFP knock-in Stammzellen führte die heterozygo-
te Expression von STAT3-YF-YFP zur Differenzierung der Stammzellen trotz Anwesen-
heit von LIF. Die LIF-induzierte STAT3-Aktivität ist für den Erhalt der Pluripotenz undiffe-
renzierter Stammzellen essentiell. Die bemerkenswert geringe Anzahl undifferenzierter
Stammzellen in Gegenwart von LIF konnte anhand der Zellmorphologie sowie mit ei-
nem alkalischen Phosphatase Test nachgewiesen werden. In den Stammzellen ist die
STAT3-Aktivität bereits durch die endogene Expression von STAT3-YF-YFP nachweislich
reduziert.
Zur Aufklärung des dominant-negativen Mechanismus der STAT3-YF-Mutante wurden
stabil transfizierte Hek-Zellen generiert, welche STAT3-YF-YFP bzw. verschiedene STAT3-
YF-Deletionsmutanten Doxyzyklin-abhängig exprimieren. In den stabil transfizierten Hek-
Zellen war eine verringerte STAT3-induzierte SOCS3 mRNA-Expression in Gegenwart
von STAT3-YF-YFP nach Stimulation mit IL-6 nachweisbar. Die reduzierte STAT3-Aktivität
ist die Folge eines negativen Einflusses der STAT3-YF-Mutante auf Ebene der endogenen
STAT3-Phosphorylierung nach IL-6-Zugabe. STAT3-YF-YFP ist erwartungsgemäß nicht
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phosphoryliert. Die IL-6-induzierte Kernanreicherung von STAT3-CFP ist in Anwesenheit
von STAT3-YF-YFP in transient transfizierten Hekgp80-Zellen ebenfalls beeinträchtigt.
Die nukleäre Translokation von STAT3-CFP ist von der in der Zelle exprimierten Menge
STAT3-YF-YFP abhängig.
Mit Peptid-Präzipitationen konnte die Bindung von STAT3-YF-YFP an phosphoryliertes
Tyrosin 767 des gp130-Rezeptors bestätigt werden. STAT3-YF kann somit mit endoge-
nem WT-STAT3 um Bindestellen am aktivierten gp130-Rezeptor konkurrieren, was eine
reduzierte STAT3-Phosphorylierung zur Folge hat.
Eine Heterodimer-Bildung zwischen STAT3-YF-YFP und STAT3 vor bzw. nach Stimulation
konnte mit Immun-Präzipitationen und nativen Gelen nachgewiesen werden. Die Interak-
tion führt zu inaktiven semi-phosphorylierten STAT3-Dimeren, welche nicht mehr an DNS
binden können und somit die STAT3-Aktivität in den Zellen negativ beeinflusst.
STAT3-YF-YFP-NLS, welches ausschließlich im Zellkern lokalisiert ist, beeinflusst eben-
falls die endogene STAT3-Aktivität in den Zellen negativ. Dies konnte durch eine ver-
ringerte STAT3-induzierte SOCS3 mRNA-Expression in Gegenwart der Mutante nach
IL-6-Stimulation nachgewiesen werden.
Versuche mit STAT3-YF-Deletionsmutanten zeigten, dass die N-terminale Domäne von
STAT3-YF für die Ausübung des dominant-negativen Effekts notwendig ist. STAT3-YF-
∆N-YFP beeinflusst die endogene STAT3-Phosphorylierung und nukleäre Translokation
von STAT3-CFP nach Stimulation mit IL-6 nicht. Die STAT3-induzierte SOCS3 mRNA-
Expression war folglich auch nicht beeinträchtigt.
Präformierte Dimere zwischen der STAT3-YF-Mutante und WT-STAT3 können ebenfalls
eine Rolle bei der Ausübung des dominant-negativen Effekts spielen. Native Gele bestä-
tigten, dass die N-terminale Domäne für die Ausbildung präformierter STAT3-Dimere es-
sentiell ist. Zusätzlich konnte mit dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop die Präsenz
präformierter Dimere bestätigt werden: In unstimulierten Zellen wurde eine Kolokalisation
von STAT3-YF-YFP-NLS mit STAT3-CFP im Zellkern nachgewiesen.
Die Deletion der Transaktivierungsdomäne verringert den dominant-negativen Effekt der
STAT3-YF-Mutante nicht. Am C-terminalen Ende verkürztes STAT3-YF weist eine stark
inhibierende Wirkung auf die endogene STAT3-Aktivität auf. Eine geringe Expression von
STAT3-YF-∆TAD-YFP führt bereits zu einer reduzierten endogenen STAT3-Phosphorylier-
ung nach IL-6-Stimulation. Die nukleäre Translokation von STAT3-CFP sowie die STAT3-
induzierte SOCS3 mRNA-Expression sind als Folge dessen ebenfalls beeinträchtigt.
Der dominant-negative Effekt von STAT3-YF auf andere STAT-Signalwege wurde un-
tersucht. Die STAT1-Phosphorylierung nach IFN-γ-Stimulation ist durch die Anwesen-
heit von STAT3-YF-YFP nicht negativ beeinflusst. Dies verdeutlicht, dass die STAT3-YF-
Mutante spezifisch im STAT3-Signalweg dominant-negativ agiert.
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Im ersten Teil der Arbeit konnte die heterozygote Expression von STAT3-YFP sowie des-
sen Phosphorylierung und nukleäre Translokation nach Stimulation mit IL-6-Typ-Zytokinen
in murinen embryonalen STAT3-YFP knock-in Stammzellen nachgewiesen werden. Für
zukünftige STAT3-Analysen bieten die Gen-modifizierten Stammzellen aufgrund ihrer Plu-
ripotenz ein vielversprechendes Zellsystem mit endogen exprimiertem fluoreszierendem
STAT3-YFP.
FRAP-Messungen in den zu Neuronen differenzierten Stammzellen verdeutlichten, dass
STAT3-YFP nach CNTF-Stimulation langsamer diffundiert als in unstimulierten Zellen.
Zusätzlich treten häufig punktförmige Strukturen in den Axonen stimulierter Zellen auf.
Ihre Herkunft ist bis jetzt nicht geklärt. Die Möglichkeit, dass es sich dabei um signaling
endosomes handelt, wurde bereits diskutiert. Weitere Analysen, die zur Aufklärung der
fluoreszierenden punktförmigen Strukturen dienen, stehen im Mittelpunkt des Interesses.
Immunfluoreszenzen mit spezifischen frühen bzw. späten Endosomen-Markern könnten
dabei hilfreich sein.
Der Transport der signaling endosomes in den Zellen ist Zytoskelett-abhängig. Die Zer-
störung der zellulären Mikrotubuli mit Zellgiften und das Ausbleiben der punktförmigen
Strukturen in den neuronalen Axonen stimulierter Zellen zum einen sowie eine deutlich
verringerte STAT3-YFP-Mobilität zum anderen könnten weitere Hinweise auf einen re-
trograden Transport von STAT3 bei der nukleären Translokation geben. Bisherige FLIP-
Messungen mit den differenzierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen weisen daraufhin,
dass bei der STAT3-Mobilität sowohl Diffusion als auch ein langsamerer Transport über
längere Zeiträume eine Rolle spielen könnte. Weitere FLIP- und FRAP-Messungen am
konfokalen Laser-scanning-Mikroskop müssten diese Hinweise bestätigen.
Ben-Yaakov et al. [143] beobachteten eine Interaktion von phosphoryliertem STAT3 mit
Importinen in verletzten Axonen. Der STAT3/Importin-Komplex bindet anschließend an
das Motorprotein Dynein und wird retrograd zum Zellkern transportiert, wo STAT3 die
Expression von Genen induziert, die für das Überleben der beschädigten Nervenzelle
notwendig sind. Diese Interaktion könnte auch in nicht-verletzten Neuronen erfolgen und
sollte mit Immun-Präzipitationen bzw. Kolokalisationsstudien überprüft werden.
Die charakterisierten STAT3-YFP knock-in Stammzellen werden für die Generierung von
STAT3-YFP knock-in-Mäusen eingesetzt. Mit diesem in-vivo-Modell kann u.a. die Rolle
von STAT3 bei der Entstehung von chronischen Entzündungskrankheiten und Krebser-
krankungen analysiert werden. Die Isolation von Primärzellen wie z.B. Hepatozyten und
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Makrophagen oder Untersuchungen von Gewebeschnitten sind nur zwei der Möglichkei-
ten, welche durch die STAT3-YFP knock-in-Mäuse gegeben sind. Mikroskopische Ana-
lysen der STAT3-Aktivierungszustände sind ohne weiteres in den verschiedenen Zell-
typen möglich und setzen keine Transfektionen von fluoreszierenden STAT3-Proteinen
voraus. Aufgrund der STAT3-YFP-Expression unter der Kontrolle des endogenen STAT3-
Promotors ist die detektierbare YFP-Fluoreszenz-Intensität ein direktes Maß für die Ex-
pression des Transkriptionsfaktors in den Zellen. Vergleiche der unterschiedlichen zel-
lulären STAT3-Expressionsmengen sind bei der Aufklärung von Krankheitsbildern von
großem Vorteil. Die STAT3-YFP knock-in-Mäuse sollen außerdem in der intravital-Mikro-
skopie eingesetzt werden. Mit Hilfe des 2-Photonen-Mikroskops sind STAT3-Untersu-
chungen im intakten Organismus möglich. Vergleiche der STAT3-Aktivierungskinetik in
kultivierten Zelllinien und lebenden Geweben nach Zytokin-Zugabe sind nur ein inter-
essanter Aspekt für zukünftige in-vivo-Studien.
Im zweiten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass dominant-negativ agierendes
STAT3-YF an den aktivierten gp130-Rezeptor binden kann und so die Phosphorylierung
von endogenem STAT3 in stimulierten Zellen negativ beeinflusst. Die Ausbildung von He-
terodimeren zwischen der STAT3-YF-Mutante und phosphoryliertem STAT3 reduziert die
Aktivität von endogenem WT-STAT3 in den Zellen. Auch präformierte Dimere bzw. die
N-terminale Domäne von STAT3-YF spielen bei der Ausübung des dominant-negativen
Effekts eine entscheidende Rolle. Zusätzliche Untersuchungen von STAT3-YF-Deletions-
mutanten könnten weitere Einblicke geben und verdeutlichen, welche Domänen von un-
phosphoryliertem inaktivem STAT3-YF notwendig sind um die endogene STAT3-Aktivität
negativ zu beeinflussen. Von Interesse ist z.B. ob die Linker -Domäne oder die Phos-
phorylierung an Serin 727 eine Rolle bei der Ausübung des dominant-negativen Effekts
spielen. Mutationen in der DNS-Bindedomäne führen zu dominant-negativ agierendem
STAT3 [71]. Der Einfluss der coiled-coil-Domäne auf die STAT3-Bindung an den gp130-
Rezeptor könnte ebenfalls näher untersucht werden [120]. In Peptid-Präzipitationen konn-
te bereits gezeigt werden, dass die Aminosäure Tyrosin 705 für die STAT3-Bindung an ak-
tivierte gp130-Rezeptoren nicht notwendig ist. Weitere Peptid-Präzipitationen mit unter-
schiedlichen STAT3-YF-Mutanten könnten dazu beitragen, den Mechanismus der STAT3-
Rezeptor-Bindung besser zu verstehen.
STAT3-YF ohne Transaktivierungsdomäne weist einen starken dominant-negativen Effekt
auf. Um ein exakteres Bild zu bekommen wie oder an welcher Stelle STAT3-YF-∆TAD ei-
ne stärkere inhibitorische Wirkung als STAT3-YF ausübt, ist ein quantitativer Vergleich der
beiden in den Zellen exprimierten STAT3-Mutanten sowie eine Auswertung des dominant-
negativen Effekts unter gleichen Versuchsbedingungen notwendig. Mit diesem Resultat
sowie dem Wissen, welche Domänen von STAT3-YF für den dominant-negativen Effekt
wichtig sind, könnte ein potenter Inhibitor der STAT3-Signaltransduktion generiert wer-
den. Für einen potenten und spezifischen STAT3-Inhibitor finden sich vielfältige Einsatz-
möglichkeiten in der Grundlagenforschung sowie der Therapie von chronischen Entzün-
dungen und Krebserkrankungen.
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Abkürzungsverzeichnis
Abb. Abbildung
α2M α2-Makroglobulin
APRF acute-phase response factor
APS Ammoniumperoxidsulfat
ATP Adenosintriphosphat
bFGF basic fibroblast growth factor
BP-Filter Bandpass-Filter
BSA bovine serum albumin
bzw. beziehungsweise
cDNA complementary DNA
CFP cyan fluorescent protein
CLC cardiotrophin-like cytokine
CLF-1 cytokine-like-factor-1
CMV Cytomegalievirus
CNTF ciliary neurotrophic factor
cpm counts per minute
CT-1 cardiotrophin-1
CT cycle threshold
C-terminal carboxy-terminal
Cy Cyanin-Farbstoff
DBD DNS-Bindungsdomäne
DDM n-Dodecyl-β-Maltosid
d.h. das heißt
DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS/DNA Desoxyribonukleinsäure (-acid)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dox Doxyzyklin
DPSS-Laser diode pumped solid state-Laser
DTT Dithiotreitol
EB embryoid body
131
Anhang
EBI Epstein-Barr-virus induced gene
E.coli Escherichia coli
ECL enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF epidermal growth factor
EMSA electrophoretic mobility shift assay
ERK extracellular-signal-regulated kinase
ES-Zellen embryonale Stammzellen
evtl. eventuell
F Phenylalanin
FKS fötales Kälberserum
FLIP fluorescence loss in photobleaching
FRAP fluorescence recovery after photobleaching
FRET fluorescence (förster) resonance energy transfer
FRT Flp recombination target
g Gramm
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GDP Guanosindiphosphat
GFP green fluorescent protein
gp130 Glykoprotein 130
gp80 Glykoprotein 80
GPL-R gp130-like-Rezeptor
Grb2 growth factor receptor bound protein 2
GTP Guanosintriphosphat
h (hour) Stunde
Hek human embryonic kidney-cells
HepG2 humane Hepatomzelllinie
HFT Hauptfarbteiler
HGF hepatocyte growth factor
HIES Hyper-IgE-Syndrom
HP1 Heterochromatin-Protein 1
HRP horseradish peroxidase
HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
IFN Interferon
IL Interleukin
IP Immun-Präzipitation
JAK Janus-Kinase
kDa Kilodalton
l Liter
LB-Medium Luria-Bertani-Medium
LIF leukemia inhibitory factor
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LSM Laser-scanning-Mikroskop
mA Milliampere
µ Mikro-
MAPK mitogen-activated-protein-kinase
MAPKK MAPK Kinase
MEF murine embryonale Fibroblasten
MEF ∆/∆ murine embryonale Fibroblasten, defizient für STAT3
MEF fl/fl murine embryonale Fibroblasten, STAT3-Gen Cre/Lox flankiert
Min. Minuten
ml Milliliter
mM Millimolar
M Molarität
MAP-2 microtubule associated protein-2
MCS multiple cloning site
mRNA messenger RNA
NB neuronal body
ng Nanogramm
NGF nerve growth factor
NLS nukleäres Lokalisationssignal
nm Nanometer
NP Neuropoietin
N-terminal amino-terminal
∆N Deletion der N-terminalen Domäne
Oct Octamer binding transcription factor
OD Optische Dichte
ONPG O-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid
OSM Onkostatin M
p Phospho-
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline
PCR polymerase chain reaction
PDGF platelet derived growth factor
PIAS protein inhibitor of activated STAT
PI(3)K Phosphoinositol-3-Kinase
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PMT photomultiplier tube
PVDF Polyvinyldifluorid
-R -Rezeptor
RA Retinsäure
Raf Ras associated factor
Ras retrovirus associated sequence
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RIPA radioimmune precipitation assay
RNA ribonucleic acid
ROI region of interest
rpm rounds per minute
S Serin
SDS sodium-dodecyl-sulfate
SH2-Domäne src-homology2-Domäne
SHP2 SH2-domain-containing tyrosine phosphatase
SIE sis-inducible element
sIL-6Rα löslicher IL-6Rα
SOCS suppressor of cytokine signaling
SOS son of sevenless
Sox sex determining region Y (SRY)-box
src kurz für sarcoma/ proto-oncogenic tyrosine kinase
STAT signal transducer and activator of transcription
SUMO small ubiquitin-like modifier
T Triton X-100
TAD Transaktivierungsdomäne
∆TAD Deletion der Transaktivierungsdomäne
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TBq Terabecquerel
TBS-N tris buffered saline/Nonidet P-40
TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
Tet Tetrazyklin
TF Transkriptionsfaktor
TGF-β transforming growth factor-β
Th T-Helferzellen
Thr Threonin
Tris Trishydroxymethylaminomethan
Tyr Tyrosin
U Unit: Einheit für Enzymaktivität
u.a. unter anderem
UDG Uracil-DNS-Glykosilase
V Volt
v-src virales src
WB Westernblot
WT Wildtyp
Y Tyrosin
YFP yellow fluorescent protein
z.B. zum Beispiel
ZNS zentrales Nervensystem
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